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PROCEDE DE SURPRODUCTTON D'UNE PROTEINE RECOMBINANTE 
DETERMESEE PAR DES SOUCHES MONOCARYOTIQUES DE P. 
CINNABARINUS 



La presente invention concerne Tutilisation de souches monocaryotiques de 
champignons filamenteux de l'espece Pycnoporus du groupe basidiomycete, pour la 
mise en oeuvre d'un proc6d6 de preparation d'une proteine recombinante determinee, 
ledit precede etant effectue par surexpression du g&ne codant pour cette proteine dans la 
souche monocaryotique susmentionnee de Pycnopoi-us. , 

A Theure actuelle, deux modules fongiques sont utilises preferentiellement par les 
grands groupes industrials dans le cadre de la production d'enzymes intervenant dans les 
biotransformations vegetales, telles que les metalloenzymes. II s'agit $ Aspergillus, et de 
Trichodemna, qui appartiennent au groupe des deuteromycetes. Toutefois, les 
rendements de production a l'aide de ces modules, notamment en production de 
laccases, n'excedent pas les 150 mg/L 

La presente invention decoule de la mise en evidence par les Inventeurs du fait 
que la transformation de souches monocaryotiques de P. cinnabarinus deficientes pour 
l'activite laccase a l'aide de vecteurs contenant le gene codant pour cette laccase et dont 
Texpression est sous le controle d ! un promoteur identique au promoteur pLac endogene 
de la laccase de P. cinnabarinus, conduit a une production equivalente de laccase que 
lors de la mise en ceuvre d'un precede de surproduction de laccase par induction du 
promoteur endogene de cette laccase par action de Tethanol sur des souches 
monocaryotiques de P. cinnabarinus non deficientes pour Tactivite laccase, et qui egale 
le g/1. 

Des resultats similaires ont ete obtenus par les Inventeurs en utilisant le promoteur 
gpd, et le promoteur sc3 de Schizophyllum commune, en lieu et place du promoteur 
pLac susmentionne. 

La presente invention a pour objet un precede de preparation d'une proteine 
recombinante determinee, ledit precede etant effectue par surexpression du gfene codant 
pour cette proteine d6terminee dans une souche monocaryotique de champignons 
filamenteux de l ! esp£ce Pycnoporus du groupe basidiomycete, et comprend : 

- une etape de mise en culture de la souche monocaryotique de Pycnoporus 
susmentkmn6e, ladite souche etant transformee a l'aide d ! un vecteur d'expression 
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contenant le gene codant pour la prot6ine recombinante determinee, dont l'expression 
est placee sous le controle d f un promoteur correspondant a un promoteur endogene des 
champignons susmentionnes, ou d f un promoteur different (encore d£signe promoteur 
exog&ne), ledit promoteur etant constitutif ou inductible, 

- le cas Scheant une etape d'induction du promoteur susmentionne, lorsque celui-ci 
est inductible, 

- la recuperation, et, le cas echeant, la purification de la prot6ine recombinante 
determinee, produite dans le milieu de culture. 

L'invention a plus particulterement pour objet un procede tel que decrit ci-dessus, 
caracterise en ce que la souche monocaryotique de Pycnoporus utilisee pour la 
surexpression du gene codant pour la proteine recombinante determinee, est telle 
qu f obtenue par mise en culture de la souche dicaryotique d'origine a 30°C dans le non- 
pendant 15 jours, suivie d'une etape d'exposition au jour 2 & 3 semaines a temperature 
ambiante jusqu'a la formation d'organes de fructification correspondant a des hyphes 
difffcrenciees appelees basides, au sein desquels a alors Ueu la caryogamie (fusion des 
noyaux), suivie de la meiose qui conduit a la formation de quatre spores sexuees, ou 
basidiospores haplo'ides genetiquement differentes, qui, apres germination, engendre un 
mycelium monocaryotique. 

Avantageusement, la souche monocaryotique de Pycnoporus utilisee dans le 
proced6 susmentionne de l'invention, est une souche de Pycnoporus cinnabarinus. 

Les proteines recombinantes determinees surexprimees dans le cadre de la mise 
en oeuvre du procede selon l'invention, correspondent soit a des prot6ines endogenes de 
Pycnoporus, soit k des proteines exogenes differentes des prot6ines endogenes de la 
souche de Pycnoporus utilisee pour la production desdites proteines. Notamment'ces 
proteines exogenes correspondent a des proteines endogenes de basidiomycetes autres 
que Pycnoporus, telles que les enzymes basidiomycetes intervenant dans les 
biotransformations vegetales, ou correspondent k des proteines endogenes de souches de 
Pycnoporus differentes de la souche de Pycnoporus utilisee pour la production desdites 
proteines. 

L'invention a plus particulierement pour objet un procede tel que decrit ci-dessus, 
caracterise en ce que les prot6ines recombinantes determinees correspondent : 
- aux proteines endogenes de Pycnopoiws suivantes : 

* les metalloenzymes, telles que la laccase, ou la tyrosinase, 



s 

WO 2005/073381 



3 



PCT/FR2OO5/000093 



* ou la cellobiose deshydrogenase, la xylanase, la P-glycosidase, rinvertase, on 
l'a-amylase, 

- aux proteines exogenes choisies parmi les suivantes : 

* les tyrosinases de souches de Pycnoporus differentes de la souche de 
Pycnoporus utilisee pour la production desdites prolines, telle que la tyrosinase de 
Pycnoporus sanguineus lorsque la souche de Pycnoporus utilisee pour la production de 
cette tyrosinase est diff&rente de Pycnoporus sanguineus, 

* les laccases de basidiomycetes autres que Pycnoporus, telle que la laccase 
d'halocyphina villosa (basidiomycete halophile), 

* les cinnamoyl esterases A (numero EMBL Y09330) et B (numero EMBL 
ANI309807) $ Aspergillus niger. 

Avantageusement, notamment dans le cas de la preparation de proteines 
recombinantes determinees correspondant aux proteines endogenes de Pycnopo?i4s, la 
souche monocaryotique de Pycnoporus utilis6e est deficiente pour le gene codant pour 
la proteine endogene a laquelle correspond la prot6ine recombinante determinee, afibi de 
ne pas avoir a s6parer la proteine recombinante determinee de la proteine endogene a 
laquelle elle correspond lors de la purification de ladite proteine recombinante. 

En variante, notamment dans le cas de la preparation de prot6ines recombinantes 
d6tenninees correspondant aux proteines endogenes de Pycnoporus, la souche 
monocaryotique de Pycnoporus utilisee peut ne pas etre deficiente pour le gene codant 
pour la proteine endogene a laquelle correspond la proteine recombinante determinee, 
ladite souche etant alors transformee k Taide d'un vecteur d'expression contenant le gene 
codant pour la proteine recombinante determinee marquee afin de la distinguer de la 
proteine endogene lors de Tetape de purification. A titre d^lustration, la proteine 
recombinante determinee peut etre marquee par une etiquette histidine (His-tag). 

A ce titre, Tinvention a plus particulierement pour objet un proced6 de preparation 
de laccases recombinantes correspondant aux laccases endogenes de Pycnoporus, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

- une 6tape de mise en culture dune souche monocaryotique de Pycnoporus, le cas 
echeant deficiente pour le gene codant pour la laccase endogene de Pycnoporus, 
transformee k Taide d'un vecteur d ! expression contenant le gene codant pour une laccase 
de Pycnoporus, le cas echeant marquee, et dont 1'expression est placee sous le controle 
d'un promoteur correspondant au promoteur endogene de cette laccase, 
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- ( une 6tape deduction du promoteur susmentionne, notamment par addition 
d'ethanol, ou de sous-produits agricoles contenant de la lignocellulose comme la paille 
de b!6, les sons de mais et la pulpe de betterave, ou des composes a cycle aromatique 
comme la 2,5-xylidine, l'acide veratrylique, le guaicol, 1'alcool veratrylique, la 
syringaldazine, p a cide ferulique, l'acide caf6ique et les lignosulfonates, 

- la recuperation, et, le cas echeant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas echeant marquee, correspondant, a la laccase endogdne de Pycnoporus 
susmentionnee produite dans le milieu de culture, notamment selon la methode decrite 
dans Sigoillot J.C., Herpoel I., Frasse P., Moukha S., Lesage-Meessen L., Asther M. 
1999 ; Laccase production by a monokaryotic strain Pycnoporus cinnabarinus derived 
from a dikaryotic strain ; World Journal of Microbiology and Biotechnology 15, 481- 
484. 

Uinvention concerne plus particulierement un precede tel que defini ci-dessus, de 
preparation de la laccase recombinante correspondant k la laccase endogene de 
Pycnoporus cinnabarinus repr6sent6e par SEQ ID NO : 2, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

- une etape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoporus 
cinnabarinus, le cas echeant deficiente pour le gene codant pour la laccase endogene de 
Pycnoporus cinnabarinus, transformee a l'aide d'un vecteur ^expression contenant la 
sequence nucleotidique (ou acide nucleique) SEQ ID NO : 1 codant pour la laccase 
recombinante representee par SEQ ID NO : 2, le cas 6cheant marquee, notamment par 
une etiquette His-tag, et dont l'expression est placee sous le controle du promoteur pLac 
correspondant au promoteur endogene de la laccase susmentionnee, la sequence dudit 
promoteur pLac etant representee par SEQ ID NO : 3, 

- une etape d'induction par l'6thanol du promoteur pLac susmentionne, 

- la r6cuperation, et, le cas echeant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas echeant marquee, representee par SEQ ID NO : 2 produite dans le milieu de culture, 
notamment selon la methode decrite dans Sigoillot J.C., et al. (1999) susmentionne. 

L'invention a plus particulierement pour objet un precede de preparation de 
laccases recombinantes correspondant aux laccases endogenes de Pycnoporus, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

' - une etape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoporus, le cas 
echeant deficiente pour le gene codant pour la laccase endogene de Pycnoporus, 
transformee a l'aide d'un vecteur ^expression contenant le gfene codant pour une laccase 
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de Pycnoporus dont l f expression est placee sous le controle d'un promoteur exogene 
choisi parmi : 

* le promoteur gpd de l'expression du gene codant pour la 
glyceraldShyde 3-phosphate dehydrogenase de Schizophyllum commune, dont la 
sequence nucleotidique est repr6sent6e par SEQ ID NO : 4, 

* ou le promoteur sc3 de l'expression du gene codant pour 
rhydrophobine de Schizophyllum commune, dont la sequence nucleotidique est 
represent6e par SEQ ID NO : 5, 

- la r6cuperation, et, le cas 6cheant, la purification de la laccase recombinante 
correspondant a la laccase endogene de Pycnoporus susmentionnee produite dans le 
milieu de culture, notamment selon la m6thode.decrite dans Sigoillot J.C., et al. (1999) 
susmentionne. « 

L'invention conceme plus particulierement un procede tel que d6fini ci-dessus, de 
preparation de la laccase correspondant a la laccase endogene de Pycnoporus 
cinnabarinus representee par SEQ ID NO : 2 9 caracterise en ce qu'il comprend : 

- une etape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoporus 
cinnabarinus, le cas echeant deficiente pour le gene codant pour la laccase endogene de 
Pycnoporus cinnabarinus, transformSe a Taide d ! un vecteur d'expression contenant la 
sequence nucl6otidique SEQ ID NO : 1 codant pour la laccase recombinante representee 
par SEQ ID NO : 2, le cas echeant marquee, notamment par une 6tiquette His-tag, dont 
Texpression est placee sous le controle du promoteur exogene gpd ou sc3, 

- la recuperation, et, le cas echeant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas echeant marquee, representee par SEQ ID NO : 2 produite dans le milieu de culture, 
notamment selon lamethode decrite dans Sigoillot J.C., et al. (1999) susmentionne. 

Uinvention a plus particulierement pour objet un procede tel que defini ci-dessus, 
de preparation de tyrosinase recombinante correspondant a la tyrosinase de Pycnoporus 
sanguineus representee par SEQ ID NO : 16, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une etape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoporus 
cinnabarinus transformee a Taide d'un vecteur ^expression contenant la sequence 
nucleotidique SEQ ID NO : 15 codant pour la tyrosinase recombinante representee par 
SEQ ID NO : 16, le cas echeant marquee, la sequence SEQ ID NO : 15 etant 
avantageusement prec6d6e par la sequence nucleotidique delimitee par les nucleotides 
situes aux positions 128 et 190 de SEQ ID NO : 1 codant pour le peptide signal de 
Pycnoporus cinnabarinus delimite par les 21 premiers aminoacides de SEQ ID NO :.2, 
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et dont J'expression est placee sous le controle du promoteur pLac correspondant au 
promoteur endogene de la laccase de Pycnoporus cinnabaiinus, la sequence dudit 
promoteur pLac etant representee par SEQ ID NO : 3, 

- une etape d'induction par l'6thanol du promoteur pLac susmentionne, 

- la recuperation, et, le cas echeant, la purification de la tyrosinase recombinante, 
le cas echeant marquee, representee par SEQ ID NO : 16 produite dans le milieu de 
culture. 

L'invention concerne plus particulierement un procede tel que defini ci-dessus, de 
preparation de laccase recombinante correspondant k la laccase d'halocyphina villosd 
representee sur la figure 12 (SEQ ID NO : 18), caracterise en ce qu'il comprend : 

- une 6tape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoporus 
cinnabarinus, le cas ech6ant d6ficiente pour le gene codant pour la laccase endog&ae de 
Pycnoporus cinnabarinus^ transformee k Taide d f xm vecteur d'expression contenant la 
sequence nucleotidique representee sur la figure 12 (SEQ ID NO : 17) codant pour la 
laccase recombinante representee par SEQ ID NO : 18, le cas echeant marquee, et dont 
l'expression est placee sous le controle du promoteur pLac correspondant au promoteur 
endogene de la laccase de Pycnoporus cinnabarinus, la sequence dudit promoteur pLac 
etant representee par SEQ ID NO : 3, 

- une 6tape d'induction par l f £thanol du promoteur pLac susmentionn6, 

- la recuperation, et, le cas echeant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas echeant marquee, representee par SEQ ID NO : 18 produite dans le milieu de 
culture. 

L'invention a egalement pour objet la sequence nucleotidique codant pour le 
promoteur pLac de la laccase endogene de Pycnoporus cinnabarinus, et correspondant a 
la sequence SEQ ID NO : 3, ou toute sequence derivee de ce promoteur par substitution, 
addition ou suppression d'un ou plusieurs nucleotides et conservant la propriete d'etre un 
promoteur de l'expression de sequences. 

L f invention concerne egalement tout vecteur d'expression, tel que le plasmide 
pELP, caracterise en ce qu'il comprend la sequence SEQ ID NO : 3 du promoteur pLac 
susmentionne, ou une sequence derivee telle que definie ci-dessus. 

L'invention a plus particulierement pour objet tout vecteur d'expression tel que 
defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend un gene codant pour une proteine 
recombinante determinee, et dont Texpression est placee sous le controle du promoteur 
pLac susmentionne, ou d'une sequence derivee telle que definie ci-dessus. 
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L'invention conceme plus particulierement tout vecteur d'expression tel que d&Bni 
ci-dessus, caracterisS en ce que la proteine recombinante detenninee est une proteine 
correspondant : 

- aux prot6ines endogenes de Pycnoporus suivantes : 

* les m6talloenzymes, telles que la laccase, ou la tyrosinase, 

* ou la cellobiose deshydrogenase, la xylanase, la P-glycosidase, l'invertase, ou 

l'oc-amylase, 

- aux proteines exogenes choisies parmi les suivantes : 

* les tyrosinases de souches de Pycnoporus differentes de la souche de 
Pycnoporus utilisee pour la production desdites prolines, telle que la tyrosinase de 
Pycnoporus sanguineus lorsque la souche de Pycnoporus utilisee pour la production de 
cette tyrosinase est differente de Pycnoporus sanguineus, 

* les laccases de basidiomyc&es autres que Pycnoporus, telle que la laccase 
d'halocyphina villosa (basidiomycete halophile), 

* les cinnamoyl est6rases A et B $ Aspergillus niger, 

^invention conceme egalement toute cellule bote transformee a l'aide d*un 
vecteur d'expression tel que defini ci-dessus. 

^invention a plus particulierement pour objet toute cellule hote susmentionnee, 
correspondant a des cellules monocaryotiques de souches de Pycnoponts, telles que les 
souches de Pycnoporus cinnabarinus. 

L'invention a egalement pour objet ^utilisation de vecteurs ^expression tels que 
definis ci-dessus, ou de cellules hotes susmentionnees, pour la mise en oeuvre d'un 
precede de surproduction d'une proteine recombinante determinee telle que definie ci- 
dessus. 

L'invention sera davantage illustree a l'aide de la description detaillee qui suit du 
SEPC : Systeme d'Expression Pycnoporus cinnabarinus, a savoir du d6veloppement 
d'un modele d'expression fongique performant permettant de s'affranchir des modeles 
industriels utilises actuellement par les grands groupes europeens {Aspergillus et 
Trichoderma). 

En resume, il s'agit d'un systeme d'expression eucaryote et plus specifiquement 
de champignon filamenteux du groupe basidiomycete, Pycnoporus cinnabarinus, qui a 
et6 developpe par les Inventeurs pour la suppression de proteines d'interet industriel. 
Ce travail a ete fait dans le cadre de l'etude de metalloenzymes, telles que les laccases, 
et en particulier a pennis de doner les genes impliques pour leur surexpression, et de 
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surproduction des laccases en grande quantite a Paide de feimenteurs, ceci afin de les 
utiiiser dans des applications industrielles a usage alimentaire (panification, preparation 
de boissons afin de moduler la couleur du the, aider a la clarification des jus de fruits et 
des boissons alcoolisees, formation d'agropolymeres) et non alimentaire (traitement des 
« jeans », degradation de polluants aromatiques dans les sols, bioblanchiment des fibres 
lignocellulosiques dans le domaine des p&tes a papier). 

I) Obtention de lignees monocaryotiques de Pycnoporus cinnabarinus pour la 
transformation du champignon et la surproduction de genes d'interet 

Cette etape a pour but d'isoler puis de selectionner des lignees cellulaires 
haploides issues des spores sexu6es d'un champignon filamenteux, Pycnoporus 
cinnabarinus, qui seront utilisees en temps qu'hote pour P expression des genes 
d'interet. P. cinnabarinus est un champignon heterothallique qui se trouve a Petat 
sauvage sous forme dicaryotique (deux noyaux non apparies par cellule) a partir duquel 
des lignees monocaryotiques sont selectionn6es (un noyau par cellule), potentiellement 
plus stable et done utilisable pour la transformation gendtique. Dans le cadre de cette 
6tude les Inventeurs se sont attaches a selectionner de lignees monocaryotiques 
deficientes pour Pactivite laccase (lac"). A Petat dicaryotique, le champignon peut se 
multiplier par voie vegetative (Fig. 1). Mais, sous Pinfluence de conditions 
environnementales particuli6res, on peut induire, en laboratoire, la formation d'organes 
de fructification. Au sein d'hyphes differenciees appelees basides, a alors lieu la 
caryogamie (fusion des noyaux), suivie de la meiose qui conduit a la formation de 
quatre spores sexuees, ou basidiospores haploides genetiquement differentes. Apres 
germination, chaque basidiospore engendre un mycehiun monocaryotique. Un simple 
test colorimetrique permet ensuite de ne selectionner que les souches depourvues 
d' activite laccase. 

1) Isolement des souches monocaiyotiques 
Le milieu de fructification est compose d'extrait de malt 2% (P/V) et de Pagar 
(1,6% P/V). Les cultures sont ensemencees dans des boites de Petri et gardees a 30°C 
dans le noir pendant 15 jours avant de les exposer au jour 2 a 3 semaines a temperature 
ambiante. Le corps de fructification apparalt orange-rouge. Les monospores sont alors 
recoltees avec de Peau sterile sur le couvercle de la boite de Petri. La suspension est 
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diluee et raise en culture dans des boites de P6tri contenant un milieu MA2 (malt 2% 
P/V et agar 2% P/V) dans le but d'isoler des colonies. Des cultures pures isolees sont 
piquees et gardees dans du milieu MA2 a 30°C pendant 5 jours et stockees a 4°C. 

Dans ces conditions, une souche monocaryotique deficiente pour l'activite laccase 
a ete s61ectionn6e pour la transformation avec le vecteur d' expression dans le but de 
surexprimer le gene de la laccase. Une 6tude en Southern blot a ete effectuee et a permis 
de demontrer que cette souche est deficiente pour le gene codant pour la laccase chez 
P . cinnabarinus. 

2) Test rapide de detection de Vactivite laccase des colonies monospores 

Un morceau de mycelium est depose dans une boite de Petri et recouvert d'une 
goutte de syringaldazine 0,1% (P/V) en solution ethanolique ; Apres 15 minutes, un 
changement de couleur est observe. Le 2,2-azino-bis-[3-ethylthiazoline-6-sulfonate] 
(ABTS) peut-etre utilise egalement comme substrat pour reveler une activite laccase. 

3) Conditions de cultures pour produire la laccase 

Un inoculum est pr61eve des precultures qui ont pousse 10 jours a 30°C dans des 
fioles de Roux contenant 200 mL d'un milieu synthetique avec la composition suivante 
pour 1L : maltose (20 g), tartrate de diammonium (1,84 g), tartrate de disodium (2,3 g), 
KH2PO4 (1,33 g), CaCl 2 , H 2 0 (0,1 g), MgS0 4 , 7H 2 0 (0,5 g), FeS0 4 ,7H 2 0 (0,07 g), 
ZnS0 4 ,7H 2 0 (0,046 g), MnS04,H 2 0 (0,035 g), CuS0 4 ,5H 2 0 (0,1 g), extrait de levure 
(1 g), solution de vitamines (1 mL/L) selon Tatum et al. (Biochemical mutant strains of 
Neurospora produced by physical and chemical treatment. American Journal of Botany, 
37 : 38-46, 1950). Le mycelium de deux fioles est collecte, melange a 100 mL d'eau 
sterile et broy6s au mixeur Ultraturax 60 sec. Pour produire de la laccase, le milieu 
synthetique est inocule par 1 mL de la suspension de myc61ium. Le milieu (100 mL) est 
ensuite incube a 30°C dans des fioles erlenmeyer bafflees de 250 mL sous agitation 
(120 rpm).° 

II) Clonage du gene codant pour la laccase de Pycnoporus cinnabarinus et de 
son promoteur en vue de la construction d'un vecteur d' expression 

II s'agit d'un systeme d' expression eucaryote et plus particulierement de 
champignon filamenteux, Pycnoporus cinnabarinus, du groupe basidiomycete pour la 
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suiproduction de proteines recombinantes determinees. Le modele d'etude selectionne 
est celui de la laccase de P. cinnabarinus. A l'heure actuelle, deux modeles fongiques 
sont utilises preferentiellement par les grands groupes industriels. H s'agit d' Aspergillus 
et de Trichoderma qui appartiennent au groupe des Deuteromycetes. Ce systeme 
d'expression est done tout a fait original et devrait combler la lacune concemant le 
developpement de systeme d'expression basidiomycete compatible avec les exigences 
des industriels (possibility de production a grande echelle de proteines secretees dans le 
milieu extra-cellulaire et culture du champignon producteur en fermenteur). 

1) Clonage de gene de la laccase de Pycnoporus cinnabarinus et de son 
promoteur 

Dans une premiere etape, les Inventeurs ont amplifi6 un fragment du gene codant 
pour la laccase a l'aide d'amorces nucleotidiques degenerees (Fig. 2). Les amorces 
degenerees amont F2 (SEQ ID NO : 6 ; CAYTGGCAYGGRTTCTTCC) et aval R8 
(SEQ ID NO : 7 ; GAGRTGGAAGTCRATGTGRQ ont ete deduites, respectivement , 
des regions de liaison au cuivre I et IV des laccases d'organismes voisins et utilisees 
dans une reaction de PCR (Polymerase Chain Reaction) en utilisant 1' ADN genomique 
de P. cinnabarinus 1-937. A 10 de melange reactionnel sont ajoutes : 100 ng d'ADN 
genomique; 0.2 mM de dATP, dCTP, dTTP, and dGTP; 25 pmol de chaque amorce 
nucleotidique; 0.1 volume de tampon 10X Pfu polymerase (100 mM Tris-HCl, 15mM 
MgCl 2 , 500 mM KC1, pH 8,3) and 1 U de polymerase Pfu. Le melange est chauffe a 
94°C pendant 5 min avant d'ajouter la polymerase. Les conditions de la reaction sont les 
suivantes : 5 cycles de 94 °C, 5 min; 55 °C 5 30 s; et 72 °C, 4 min; puis 25 cycles of 94 
°C, 30 s; 55 °C, 30 s, et 72 °C, 3 min. Une etape de 10 min a 72°C est effectuee afrn de 
finir la reaction. Une bande de 1,64 kpb a ete obtenue correspondant a la partie centrale 
du gene de la laccase. La sequence ADN a ete clon6e dans pGEM-T afin de sequencer 
cette partie du gene. 

Par une technique de Southern blot (Fig. 3), nous avons defrni les sites de 
restriction appropri6s afin d'obtenir un fragment d'ADN minimum, pouvant contenir 
l'integralite de gene de la laccase, et qui sont susceptibles de servir a amplifier les 
extremes 5' et 3' manquantes. Un Southern blot a ete effectue avec l'ADN genomique 
de P. cinnabarinus avec les enzymes, BamBl, EcoKL, PstI, Pvu/7, Sad, Smal and Xba I 
et a permis de selectionner PstI qui donne une bande de 3.5 kpb par digestion de l'ADN 
genomique. Afrn d'amplifier les parties manquantes du gene, une technique de PCR 
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inverse a 6t6 utilisee avec un melange de PCR contenant des amorces nucleotidiques 
specifiques de la partie centrale precedemment isolee et de PADN genomique de P. 
cinnabarinus. La reaction de PCR est effective avec 150 ng d'ADN coupe par PstI et 
recircularise sur lui-meme par ligation et les amorces nucleotidiques Fex 
(SEQ ID NO : 8 ; GGATAACTACTGGATCCGCG) et Rex (SEQ ID NO : 9 ; 
CGCAGTATTGCGTGGAGAG). Les conditions de la reaction sont les suivantes : 5 
cycles de 94 °C, 5 min; 55 °C, 30 s; et 72 °C, 5 min; puis 25 cycles of 94 °C, 30 s; 
55 °C, 30 s, et 72 °C, 4 min avec une 6tape finale de 10 min a 72 °C. Le fragment 
d' ADN amplifi6 correspond a une bande de 2,7 kpb qui a ete clone dans pGEM-T et 
sequence. 

L'integralite du gene codant pour la laccase a et6 ensuite definie en combinant la 
partie centrale et les parties 5' et 3 5 amplifiees. Afin de verifier cette sequence, 
l'integralite du gene a ete amplifie (3,331 kpb, Fig. 4) avec les amorces nucteotidiques 
Fin (SEQ ID NO : 10 ; GACATCTGGAGCGCCTGTC) et Rin (SEQ ID NO : 11 ; 
ATCGAAGGTTCCGATGACTGACATGAC) a partir de 1'ADN genomique de 
P. cinnabarinus. Ce gene a ete egalement clone a partir de l'ADN genomique de 
P. cinnabarinus ss3 et s'est avere etre identique a celui isole chez P. cinnabarinus I- 
937. 

2) Construction du vecteur d' expression utilisant le promoteur du gene de la 

laccase 

A partir de la s6quence du gene de la laccase, les Inventeurs ont clone le 
promoteur de ce gene en utilisant la meme strategie employee precedemment pour 
Tisolement du gene, c'est-a-dire avec une technique de PCR inverse sur un fragment 
d'ADN genomique (3,5 kpb) coupe cette fois-ci par l 5 enzyme de restriction BglE (Fig. 
5). Deux mille cinq cent vingt sept kpb en avant du gene de la laccase ont 6te ainsi clone 
par PCR inverse et sequence. Ce promoteur a ete place dans un vecteur une resistance a 
l'ampicilline pour son sous-clonage dans la bacterie et une resistance a la phleomycine 
utilise comme marqueur de selection dans le champignon. Un terminateur du gene 
codant pour l'hydrophobine sc3 de Schizophyllum commune a ete place en aval afin de 
terminer l'etape de transcription. Ce vecteur appele pELP sera utilise pour Texpression 
homologue de la laccase (Fig. 6). Deux autres promoteurs heterologues ont ete utilises 
dans cette etude. Ce sont les promoteurs des genes codant pour la glyceraldehyde 3- 
phosphate dehydrogenase (gpd) et l'hydrophobine (sc3) de Schizophyllum commune 
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(Fig. 6), constituant respectivement les vecteurs d' expression pEGT et pESC. 
L'integralite des sequences nucleotidiques de vecteurs pEGT (SEQ ID NO : 12), pESC 
(SEQ ID NO : 13), et pELP (SEQ ID NO : 14), se trouvent dans les figures 7, 8 et 9 
avec les positions du promoteur, du marqueur de selection et du terminateur. 

HI) Transformation de la souche monocaryotique avec les vecteurs 
d'expression (modele d'etude : la laccase dtPycnoporus cinnabarinus) 

1) Preparation du mycelium pour Vobtention de protoplastes 

Un quart d'une colonie cultivee en milieu solide (10 jours) est homog6neise avec 
un mixeur (type Ultraturax, vitesse lente) pendant une minute dans 50 ml de milieu YM 
(par litre : glucose 10 g, peptone 5 g, extrait de levure 3 g, extrait de malt 3 g). Le 
broyat est transfere dans un erlenmeyer de 250 ml sterile oil Ton rajouteSO ml de milieu 
YM, puis incube a 30°C et sous agitation (225 rpm) pendant 20 heures. La culture est 
une nouvelle fois homogeneisee pendant 1 min (vitesse lente) et on rajoute 100 ml de 
milieu YM. Le broyat est transfere dans un erlenmeyer de 500 ml et mis en culture 
pendant une nuit a 30°C. 

2) Preparation des protoplastes 

La culture de champignon est centrifugee pendant 10 min £ 2000 rpm dans un 
rotor oscillant (tube de 50 ml). Seize g (poids humide) sont laves dans 40 ml d'une 
solution de MgS04 0,5 M ou de saccharose 0,5 M. Dans le cas de l'utilisation du 
saccharose, 1' enzyme lytique utilisee pour digerer les parois est diluee dans le 
saccharose. Le mycelium est ensuite centrifug6 10 min a 2000 rpm et le surnageant 
elimine. Concernant la lyse des parois fongiques, on ajoute au mycelium provenant de 
50 ml de culture, 10 ml d'enzyme lytique (Glucanex, Sigma) dilue a 1 mg/ml dans une 
solution de MgS0 4 0,5 M . La digestion se fait dans un erlenmeyer de 500 ml a 30°C 
sous faible agitation pendant 3 & 4 heures. Pendant cette incubation, l'apparition des 
protoplastes est controlee au microscope. Dix ml d'eau sterile sont rajoutes, puis 
melanges delicatement. Les protoplastes sont laisses 10 min, le temps que T6quilibre 
avec Teau se fasse (les protoplastes vont flotter k la surface). lis sont ensuite centrifuges 
10 min k 2000 rpm dans un rotor oscillant. Le surnageant contenant les protoplastes est 
transfere delicatement dans un nouveau de 50 ml. Le culot restant peut-etre re~incub6 
avec 25 ml d'une solution de MgS04 0 3 5M pour recuperer le maximum de protoplastes 



WO 2005/073381 PC17FR2 005/000093 

13 

(on repete alors l'etape de centrifiigation). Un volume de sorbitol 1 M, egal a celui de la 
preparation des protoplastes, lui est rajoute. Pendant 10 min, on laisse les protoplastes 
relarguer l'eau. Cette preparation est ensuite centrifugee 10 min a 2000 rpm. Le 
sumageant est elimine, tout en laissant un peu de sorbitol. Les protoplastes sont 
transferes dans un nouveau tube. Le precedent tube est rince avec la solution de sorbitol 
1M et les protoplastes recuperes, ajoutes dans le nouveau tube. Les protoplastes sont 
comptes et centrifuges 10 min a 2000 rpm. lis sont ensuite dilues a une concentration de 
2. 10 7 protoplastes par ml dans la solution de sorbitol 1M. Une solution de CaC12 a 0,5 
M (1/10) est rajoutee aux protoplastes. 

3) Transformation des protoplastes 

Pour la transformation, 100 |al de protoplastes sont transformes avec 5 a 10 \ig 
de vecteur (volume maximum de 10 \a1) dans un tube sterile de 10 ml. lis sont alors 
incubus 10 a 15 min dans la glace. Un volume d'une solution de PEG 4000 k 40% est 
ajoute, puis melange et les protoplastes sont incubSs 5 min a temperature ambiante. 
Deux et demi ml de milieu de regen6ration (pour 100 ml : glucose 2 g, MgS0 4 ,7H 2 0 
12,5 g, KH 2 P0 4 0,046 g, K2HPO4 0,1 g, bacto peptone 0,2 g, extrait de levure 0,2 g) 
sont rajoutes aux protoplastes qui sont incubes une nuit a 30°C. Des boites de selection 
(milieu YM contenant de la phleomycine a 7 ng/ml , boites carrees) sont prechauffees a 
37°C. Sept et demi ml d'un melange de top agar (Low Melting Point agarose 1% dilue 
dans un milieu YM contenant de la phleomycine 7 a 10 jag/ml) sont ajoutes au milieu de 
regeneration contenant les protoplastes et sont verses sur les boites de selection 
prechauffees. Quand la solution de top agar s'est solidifiee, les boites sont incubees a 
30°C pendant 4 jours. Les transformants sont alors transferes sur de nouvelles boites de 
selection. 

4) Ciblage des transformants 

* 7 

A partir; de 16 g de mycelium, on obtient generalement de 1'ordre del a 2.10 
protoplastes. Le pourcentage de regeneration est de 10 %. Concernant le vecteur pESC, 
les monokaryons ont ete transform6s avec le vecteur contenant le cDNA (BRFM 472, 
473 et 474) ou le gene codant pour la laccase de P. cinnabarinus (BRFM 470 et 471) 
(Fig. 10). En parallele, d'autres monokaryons ont ete transformes avec les promoteurs 
pEGT (GPD11, 12 et 13) ou avec le vecteur pELP (12.3, 12.7 et 12.8) contenant le gene 
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codant pour la laccase (Fig. 10). Au vu des resultats deux transformants se degagent du 
lot avec des activites equivalentes, les transformants 12.7 et GPD14. L'activite au cours 
du temps a ete suivie pour les transformants GPD14 etl2.7 (Fig. 11). L'activite est 
d6tectable a partir de 3-4 jours et augmentent jusqu'a 12 jours pour atteindre 
approximativement 1200 nkatal/ml soit 72000 U/l avec ajout d'ethanol dans le milieu 
de culture. 

Legende des figures 

Figure 1 : Isolement de souche monocaryotique deficiente pour l'activite laccase. 

Figure 2 : Isolement du gene codant pour la laccase de Pycnoporus cinnabarinus 
laccase. 

Figure 3 : Etude en Southern blot du gene codant pour la laccase tie Pycnoporus 
cinnabarinus. 

Figure 4 : Sequence du gfene codant pour la laccase de Pycnoporus cinnabarinus. 

Figure 5 : Sequence de la sequence promotrice pLac du g&ne codant pour la 
laccase de Pycnoporus cinnabarinus (jusqu'a 1'ATG codant pour la methionine de la 
laccase). 

Figure 6 : Carte physique des trois vecteurs d'expression pEGT, pESC, pELP, 
utilises pour la production de la laccase chez Pycnoporus cinnabarinus. 

Figure 7 : Sequence nucleotidique du vecteur pEGT, contenant le promoteur du 
gene gpd (4480-5112), un marqueur de resistance a la phleomycine (507-1822) et le 
terminateur du gene sc3 (71-507). 

Figure 8 : Sequence nucleotidique du vecteur pESC, contenant le promoteur du 
gene sc3 (1-1033), un marqueur de resistance a la phleomycine (1540-2855) et le 
teiminateur du gene sc3 (1 104-1540). 
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Figure 9 : Sequence nucleotidique du vecteur pELP, contenant le promoteur du 
gene laccase (4457-6983), un marqueur de resistance a la phl6omycine (507-1822) et le 
tenninateur du gene sc3 (71-507) 

Figure 10 : Resultats de production des transformants pr6sentant les activites les 
plus importantes. La culture a ete effectuee avec ou sans (temoin) ethanol. 

Figure 11 : Suivi des activites laccase des transformants GPD 14 et 12.7 en 
fonction du temps avec ou (temoin) sans ethanol. 



Figure 12 : Sequence du gene codant pour la laccase d'halocyphina villosa. 
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REVENDICATIONS 



1. Procede de preparation d'une proteine recombinante determinee, ledit procede 
etant effectue par surexpression du gene codant pour cette proteine d6terminee dans une 
souche monocaryotique de champignons filamenteux de l'espece Pycnoporus du groupe 
basidiomycete, et comprend : 

- une etape de mise en culture de la souche monocaryotique de Pycnoporus 
susmentionnee, ladite souche etant transformee a l'aide d'un vecteur ^expression 
contenant le gene codant pour la prot&ne recombinante detenninee, dont Texpression 
est placee sous le controle d'un promoteur coTrespondant a un promoteur endogene des 
champignons susmentionnes, ou d'un promoteur different (encore d6signe promoteur 
exogene), ledit promoteur etant constitutif ou inductible, 

- le cas ech6ant vine etape ^induction du promoteur susmentionne, lorsque celui-ci 
est inductible, 

- la recuperation, et, le cas echeant, la purification de la proteine recombinante 
determinee, produite dans le milieu de culture. 

2. Procede selon la revendication 1, caracteris6 en ce que la souche 
monocaryotique de Pycnoporus utilis6e pour la surexpression du gene codant pour la 
proteine recombinante detenninee est telle qu'obtenue par mise en culture de la souche 
dicaryotique d'origine a 30°C dans le noir pendant 15 jours, suivie d'une etape 
d ! exposition au jour 2 a 3 semaines a temperature ambiante jusqu'a la formation 
d ! organes de fructification correspondent a des hyphes differenciees appelees basides, 
au sein desquels a alors lieu la caryogamie, suivie de la meiose qui conduit a la 
formation de quatre spores sexuees, ou basidiospores haploi'des genetiquement 
differentes, qui, apres germination, engendre un mycelium monocaryotique. 

3. Procede selon la revendication 1 ou>2, caracterise en ce que la souche 
monocaryotique de Pycnoporus utilisee est une souche de Pycnopoi-us cinnabarinus. 

4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que les proteines 
recombinantes determinees surexprimees correspondent a des proteines endogenes de 
Pycnoporus, ou a des proteines exogenes, notamment a des proteines exogenes 
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coirespondant a des proteines endogenes de basidiomycetes autres que Pycnoporus, 
telles que les enzymes basidiomycetes intervenant dans les biotransformations 
vegetales, ou correspondant a des proteines endogenes de souches de Pycnoporus 
difierentes de la souche de Pycnoporus utilisee pour la production desdites proteines. 

5. Precede selon Tune des revendications 1 a 4, caracteris6 en ce que les proteines 
recombinantes determinees correspondent : 

- aux proteines endogenes de Pycnoporus suivantes : 

* les metalloenzymes, telles que la laccase, ou la tyrosinase, 

- * ou la cellobiose dehydrogenase, la xylanase, la p-glycosidase, l'invertase, ou 
l'oc-amylase, 

- aux proteines exogenes choisies parmi les suivantes : 

* les tyrosinases de souches de Pycnoporus differentes de la souche de 
Pycnoporus utilisee pour la production desdites proteines, telle que la tyrosinase de 
Pycnoporus sanguineus lorsque la souche de Pycnoporus utilisee pour la production de 
cette tyrosinase est differente de Pycnoporus sanguineus, 

* les laccases de basidiomycetes autres que Pycnoporus, telle que la laccase 
d!halocyphina villosa (basidiomycete halophile), 

* les cinnamoyl esterases A et B ^Aspergillus niger, 

6. Procede selon l*une des revendications 1 a 5, de preparation de proteines 
recombinantes determinees correspondant aux proteines endogenes de Pycnoporus, 
caracterise en ce que la souche monocaryotique de Pycnoporus utilisee est deficiente 
pour le gene codant pour la prot6ine endogene a laquelle correspond la proteine 
recombinante d6terminee. 

7. Proced6 selon Tune des revendications 1 a 6, de preparation de proteines 
recombinantes determinees correspondant aux proteines endogenes de Pycnopoi-us, 
caracterise en ce que la souche monocaryotique de Pyc?toporus utilisee est transformee 
a Taide d'un vecteur d'expression contenant le gene codant pour la proteine 
recombinante determinee marqude, notamment par un marqueur histidine. 
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8. Procede selon Time des revendications 1 a 7, de pr6paration de laccases 
recombinaates correspondant aux laccases endogenes de Pycnoporus, caracterise en ce 
qu ! il comprerid : 

- une etape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoporus, le cas 
ech6ant deficiente pour le gene codant pour la laccase endogene de Pycnopoiiis, 
transformee a Taide d'un vecteur d'expression contenant le gene codant pour une laccase 
de Pycnoporus, le cas echeant marquee, et dont l'expression est placee sous le controle 
d'un promoteur correspondant au promoteur endogfene de cette laccase, 

- une etape ^induction du promoteur susmentionne, notamment par addition 
Methanol, ou de sous-produits agricoles contenant de la lignocellulose comme la paille 
de ble, les sons de mais et la pulpe de betterave, ou des composes k cycle aromatique 
comme la 2,5-xylidine, l'acide veratrylique, le guaicol, l'alcool veratrylique, la 
syringaldazine, l'acide ferulique, l'acide cafeique et les lignosulfonates, 

- la recuperation, et, le cas echeant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas ech6ant marquee, correspondant a la laccase endogene de Pycnoporus 
susmentionnee produite dans le milieu de culture. 

9. Procede selon la revendication 8, de preparation de la laccase recombinante 
correspondant a la laccase endog&ne de Pycnoporus cinnabaHnus representde par SEQ 
ID NO : 2, caracterise en ce qu f il comprend : 

- une etape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoporus 
cinnabarinus, le cas echeant deficiente pour le gfcne codant pour la laccase endogene de 
Pycnoponts cinnabaHnus, transformee a l'aide d'un vecteur d'expression contenant la 
sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 codant pour la laccase recombinante representee 
par SEQ ID NO : 2, le cas echeant marquee, et dont Texpression est plac6e sous le 
controle du promoteur pLac correspondant au promoteur endogene de la laccase 
susmentionnee, la sequence dudit promoteur pLac etant representee par SEQ ID NO : 3, 

- une etape d'induction par Tethanol du promoteur pLac susmentionne, 

- la recuperation, et, le cas echeant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas 6cheant marquee, representee par SEQ ID NO : 2 produite dans le milieu de culture. 

10, Proced6 de preparation de laccases recombinantes correspondant aux laccases 
endogenes de Pycnoporus selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce qu f il 
comprend : 
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- une etape de mise en culture d ! une souche monocaryotique de Pycnoporus, le cas 
echeant deficiente pour le gene codant pour la laccase endogfcne de Pycnoporus, 
transformee a l'aide d ! un vecteur d'expression contenant le gene codant pour vine laccase 
de Pycnoporus, le cas echeant marquee, et dont Texpression est placee sous le controle 
d'un promoteur exogene choisi panni : 

* le promoteur gpd de Texpression du gene codant pour la 
glycerald6hyde 3-phosphate dehydrogenase de Schizophyllum commune, dont la 
sequence nucleotidique est representee par SEQ ID NO : 4, 

* ou le promoteur sc3 de 1'expression du gene codant pour 
Thydrophobine de Schizophyllum commune, dont la sequence nucleotidique est 
representee par SEQ ID NO : 5, 

- la recuperation, et, le cas echeant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas echeant marquee, correspondant a la laccase endogene de Pycnoporus 
susmentionnee produite dans le milieu de culture. 

11. Procede selon la revendication 10, de preparation de la laccase recombinante 
correspondant a la laccase endogene de Pycnoporus cinnabarinus representee par SEQ 
ID NO : 2, caracterise en ce qu ! il comprend : 

- une etape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoporus 
cinnabarinus, le cas ech6ant deficiente pour le gene codant pour la laccase endogene de 
Pycnoporus, transformee a l'aide d'un vecteur d'expression contenant la s6quence 
nucleotidique SEQ ID NO : 1 codant pour la laccase recombinante representee par SEQ 
ID NO : 2 le cas echeant marqu6e, et dont Texpression est placee sous le controle du 
promoteur exogfene gpd ou sc3, 

- la recuperation, et, le cas echeant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas echeant marquee, representee par SEQ ID NO : 2 produite dans le milieu de culture. 

12. Procede selon Time des revendications 1 a 5, de preparation de tyrosinase 
recombinante correspondant a la tyrosinase de Pycnoporus sanguineus representee par 
SEQ ED NO : 16, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une etape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnoporus 
cinnabarinus transformee a l'aide d ! un vecteur d'expression contenant la sequence 
nucleotidique SEQ ID NO : 15 codant pour la tyrosinase recombinante represent6e par 
SEQ ID NO : 16, le cas echeant marquee, la sequence SEQ ID NO : 15 etant 
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avantageusement precedee par la sequence nucleotidique delimitee par les nucleotides 
situ6s aux positions 128 et 190 de SEQ ID NO : 1 codant pour le peptide signal de 
Pycnoporus cinnabarinus delimite par les 21 premiers aminoacides de SEQ ID NO : 2, 
et dont l'expression est placee sous le contr61e du promoteur pLac correspondent au 
promoteur endogene de la laccase de Pycnoporus cinnabarinus, la sequence dudit 
promoteur pLac etant representee par SEQ ID NO : 3, 

- une etape d f induction par l'6thanol du promoteur pLac susmentionn6, 

- la recuperation, et, le cas echeant, la purification de la tyrosinase recombinante, 
le cas echeant marquee, representee par SEQ ID NO : 16 produite dans le milieu de 
culture. 

13, Procede selon Pune des revendications 1 a 5, de preparation de laccase 
recombinante correspondant k la laccase d'ltalocyphina villosa representee sur la figure 
12 (SEQ ID NO : 18), caracterise en ce qu'il comprend : 

- une 6tape de mise en culture d'une souche monocaryotique de Pycnopoj-us 
cinnabarinus, le cas echeant deficiente pour le gene codant pour la laccase endogene de 
Pycnopoins cinnabarinus, transformee a 1'aide d ! un vecteur d'expression contenant la 
sequence nucleotidique representee sur la figure 12 (SEQ ID NO : 17) codant pour la 
laccase recombinante representee par SEQ ID NO : 18, le cas 6cheant marquee, et dont 
l'expression est placee sous le controle du promoteur pLac correspondant au promoteur 
endogene de la laccase de Pycnoporus cinnabarinus, la sequence dudit promoteur pLac 
6tant representee par SEQ DD NO : 3, 

- une etape d'induction par Tethanol du promoteur pLac susmentionne, 

- la recuperation, et, le cas echeant, la purification de la laccase recombinante, le 
cas echeant marquee, representee par SEQ ID NO : 18 produite dans le milieu de 
culture. 

14. Sequence nucleotidique codant pour le promoteur pLac de la laccase endogene 
de Pycnoporus cinnabarinus, et correspondant a la sequence SEQ ID NO : 3, ou toute 
sequence derivee de ce promoteur par substitution, addition ou suppression d'un ou 
plusieurs nucleotides et conservant la propriete d'etre un promoteur de l'expression de 
sequences. 
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15. Vecteur d'expression caracterise en ce qu'il comprend la sequence SEQ ID 
NO: 3 du promoteur pLac selon la revendication 14. 

16. Vecteur d'expression selon la revendication 15, caract6rise en ce qu'il 
comprend un gene codant pour une proteine recombinante determinee, et dont 
l'expression est placee sous le controle du promoteur pLac selon la revendication 14. 

17. Vecteur d'expression selon la revendication 15 ou 16, caracterise en ce que la 
proteine recombinante determin6e est une proteine correspondant : 

- aux proteines endogenes de Pycnoporus suivantes : 

* les metalloenzymes, telles que la laccase, ou la tyrosinase, 

* ou la cellobiose deshydrogenase, la xylanase, la (3-glycosidase, l'invertase, ou 
l'a-amylase, 

- aux proteines exog&nes choisies parmi les suivantes : 

* les tyrosinases de souches de Pycnoporus differentes de la souche de 
Pycnoporus utilisee pour la production desdites proteines, telle que la tyrosinase de 
Pycnopoms sanguineus lorsque la souche de Pycnoporus utilisee pour la production de 
cette tyrosinase est differente de Pycnoporus sanguineus, 

* les laccases de basidiomycetes autres que Pycnoporus, telle que la laccase 
d'halocyphina villosa (basidiomycete halophile), 

* les cinnamoyl esterases A et B (^Aspergillus niger. 

18. Cellule hote transformee a l'aide d'un vecteur d'expression selon Tune des 
revendications 15 a 17. 

19. Cellule hote selon la revendication 18, correspondant a des cellules 
monocaryotiques de souches de Pycnoponts, telles que les souches de Pycnoporus 
cinnabarinus. 

20. Utilisation de vecteurs d'expression selon Tune des revendications 15 k 17, ou 
de cellules hotes selon la revendication 18 ou 19, pour la mise en oeuvre d'un procede 
de surproduction d'une proteine recombinante d6terminee selon Tune des revendications 
1 a 13. 
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Figure 1 : Isolement de souche monocaryotique deficiente pour 
Pactivite laccase 
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Figpire 2 : Isolement du gene codant pour la laccase de Pycnoporus 
cinnabarinus laccase 
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Figure 3 : Etude en Southern blot du gene codant pour la 
laccase de Pynoporus cinnabarinus 
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CTGCAGP^ATCTGGAGCGCCTGTCTTTCCCCTAGIE^^ 100 

CTGTCCJ^CAAACCCCTCl^TCTGATCATGTCG AGGTT^ 2 00 

MSRFQSLFFFVLVSLTAVANA & I G P 25 
CTGTGGCGGACCTGACCCTT ACCAATGCCC AGGT<^GCCCCGATGGC^CGCTCGCGAGGCCGTCGTGGTGAACGGT7VTCACCCCTGCCCCTCTCATCRC 300 

tfADLTLTNAQVS P DGFAREAVVVNGITPAPLIT 59 
j^CAATAAGgtatgTatatgctgctcgxccctcagagctacatacatctgatccacaa 4 00 

G N K GDRFQLNVIDQ72 

F2 

TTGACAAATCATACCATGTTGAAAACATCTAGTATTgxaaggg^ CATTGGCACGG 500 

LTNHTMLKTSSI H W H G 86 

(I) 

CTTCrTCCAGCAAGGCACGAACTGGGCCGATGGTCCCGCGTTCGTGAACCAGTGTCCCATCGCTTCGGGCCACTCGTT CTTGTATGACTTTCAAGTTCCC 600 
E F QOGTNWADGPAFVNQCPIASGHSFLYDFQVP 121 

(I) 

GACCAAGCAGCTtacgaattccgtacacgtttcsttgcgtcgcaactaaacctcctc±tactagGGACTTTCTGGTACCATAGCCATCTCTCCACGCAATA 7 00 

D Q A G~ T F W I H S H L S T 0 Y 137 

(II) ^ 
CTGCGATGGTTTGAGGGGGCCTTTCGTCGTCTACGACCCCAACGATCCTCACGCTAGCCTGTA-TGACATTGATAACGgtgagcagatcatggtatcgcaa 800 

CDGLRGPFVVYDPNDPHASLJfDIDND 163 
tattgcgtccacttatgcttcctggcatccagACGACACTGTCATTACGCTGGCTGATTGGTATCACGTTGCTGCCAAGCTCGGACCTCGCTTCCCgtac 900 

DTVITLADWYHVAAKLGPRFP 184 
gtgtcaaatgtctacaagagatctcacatatacgactagactcacttcgctgattacagATTTGGCTCCGATTCAACCCTTATCAATGGACTTGGTCGAA 1000 

FGSDSTLINGLGRT 198 
CCACTGGCATAGCACCGTCCGACTTGGCAGTTATCAAGGTCACGCAGGGCAAGCGgtaogtotggatggtcatc^ctgcacattggctctgatacatggc 11D0 

TGIAPSDLAVIKVTQGKR 216 
ctzgtttccacagCTACCGCTTCCGCTTGGTGTCGCTTTCTTGCGATCCGAACCATACATTCAGCATTGATAATCACACAATGACTATAATTGAGGCGGA 1200 

YRFRLVSJLSCDPNHTFSI DNHTMTII E A D 245 
CTCGATCAACACTC AACCCCT AG AGGTTG ATTCAATCCAGATTTTTGCCGCGC AGCGCT ACT CCTTCGTGg t ag g t cgt agg ct cct gt ca t ea agt t tg 1300 

SINTQPLE 7DSI QIFAAQRYSFV 268 
cagacattcttagatacacCtttttcaatgcagCTGGATGCTAGCCAGCCGGTGGATAACTACTGGATCCGCGCAAAC 14 00 

LDASQPVDHYWIRANPAFGNTGF 291 
TTGCTGGTGGAATCAATTCTGCCATCCrGCGTTATGATGGCGCACCCGAGATCGAGCCTACGTCTGTCCAGACTACTCCTACGAAGCCTCTGAACGAGGT 1500 

AGGXNSAILRYDGAFEIEPTSVQTTPTKPLNEV 324 
CGACTTGCATCCTCTCTCGCCTATGCCTGTGgtacgtgtctcaaagaacctcgatcactaagtgcatg tcaa ertca tat ggtgcatgacagCCTGGCAGC 1600 

DLRPLSPHPV P G S 337 

CCCGAGCCCGGAGGTGTCGACAAGCCTCTGAACTTGGTCTTCAACTTC^ 17 00 

PEPGGVDKPLNLVFMF 353 
gcagAACGGCACCAAGTTCTTCATCAACGACCACACCTT^ IB 00 

NGTN FFI N DHT FVPPSVPVLLQI LSGAQA AQD 385 
CTGGTCCCGGAGGGCAGCGTGTTCGTTCTTCCCAGCAACTCGTCCATTGAGAT ATCCTT CCCTGCC ACTGCCAATGCCCCTGGATTCCCCCATCCGTTCC 1900 
LVPEGSVFVLPSNSSIEISFPATANAPGFP H V F H 419 

(III) 

ACTTGCACGGTgtacgtrtcccttcccctcgtctaaaggcggagtcgatatctg GGGAGC 2000 

I, h g ~ SAFAVVF. SAGS 433 

(III) <xii) 
AGCGTCT ACAACT ACGACAACCCGATCTTCCGCGACGTCGTCAGCACCGGCCAGCCCGGCGACA ACGTCACGATTCGCTTCGAG ACCAATAACCC AGGCC 2100 
S V Y N Y DN P I F R DV VS TGQPG DN VT I R FETN N PG P 4 67 

R8 

CGTGGTTCCTCC ACTGCCSiCATTGACTTCC ACCTCG ACGCAGGCTTTGCTGT AGTCATGGCCGAGGACACTCCGGACACC AAGGCCGCGAAC CCTGTTCC 2200 

H JE L H C H I D F % D AG FAVVMAE DT P DTKAA N PV? 500 

(IV) (IV) (IV) (IV) 

TCAGGCGTGGTCGG ACTTGTGCCCC ATCTATGATGCACTTGACCCC AGCGACCTCTGAGCGGGATTGTTACTGTGACCTGGT GTGGGGGGAACATGTCGA Z 3 0 0 

Q A TS S DLCP I YDALDPSDL 518 
GGGCTTTCATCGATCAGGGACTTTC AAGGTTGGCATAATATACCTC ACGGCCTGGATGACTCGGACAGCGTGTGGGCGTGGGTGTAACTCTGCTTGATGT 24 00 

TGAAAAAAGGATTTTATGTAGAACAATTT ATGAGCAATCAGCAATCAATAGGATTGTGTCGGTTTCG ACG AAATGTCTTGTCTCCCTGACATT ACTTTTG 2500 

TGCGAGAAATGGGTCCATGATACAC ATCATTGAGCTCTCAAT ACCAAGAAGGATTACCCATGTCAATA.CCCAAGATCATGTCTTCGCTGTCCGCAATGG 2600 

TCTCATGTTGCGTTGAGCAGATCGC AGTACGTTGAAAAGCGATTAGT AT T ACATGCAACATGCAACATTTGGAAGGGGGCATGC AGAGGTTC AGCTCGCG 27 00 

■ TCAGTCGGCCAAGTAGCGACCTTTGCCGCACTGCCTGTTAACCTGAACGTATGCTTCAGAACTCCGTCGGTATCGAGAGCGATCGTGTACGTTCCGGGA^ 2 800 

A GATCCATTGATCCCCGCTCTGGTCGGCGCGTGCGATGGCCCCGAGCGTCACCGGCAGCTTCGCGATCGCGCTTTTCCTAGGGGCGAG6CCGTGTACCCG 2900 

CGTGTACGAGACGAGCTGCTTGTTCGGGTGGGGCGAAGGCCCGAAGGAGCCACTCACGAAGAGC^^ 3 000 

3100 

GTCCTCCAAAGTCCGTGACGTTGGTCGCATCGGCCGCCGCGCCTGGAGCTG 3200 

GACCGGCGTGCCG GTGTACCACTT6TATGTACGCCCCGGGTTCGACGCGCTTGGGCGAAGGGT CATGTCAGTCATCGGAACCTGATCAGCGTAGATGGCT 3300 

GGGTATTGGGTGATGGGCAGGCGTCCTGCAG 3331 



Figure 4 : Sequence du gene codant pour la laccase de 
Pycnoporus cinnabarinus 
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AGATCTCCGAACCAGAAATGCGATTGCGTTCAGGCCCAATTAAGAATAAAGCTGCGTCAGGGCAGCGACGTA 
TCTTGATCCATCATTGACTCACCGGCATCGGCGTCAACACCA7^AGCAAGCTCGTCCCACCCATAGGCGTGCA 
CCGGCCGGCGTGCGCCATTGAGGTACATGAGCGGGGCGAAAGTCCGCCATTGGTAGCCCTGTCGTGGACGCG 
CGGCGATGAAACGTTTCCCACCATTGGGAAGAAACGTCTGCGGCCCATCATCCCTTCACCGGATGACAAGGC 
GGCGTCGCGCCTTTGCCGCAGAGGCCGGCGGGCGACATGCACAGCGAAGGTCCGTTGCGGATGGGAAGCAGG 
CAATCAGTGGGTGTCCTACGCCGCCACGATGGTCGGGGAGCGTAGGCGCCCTCCCATAAGGCGGCAAGCATC 
ATGATGCTCTCCGATTCGGGAAGCCTGGTGCGATGCTGGAGAGACTCTCTCCGAGAGACCAGTGTGCGCAAC 
GTTCCTGGCCTGGAAGACTTTAAAGTGAGTGTAGAAGGGCGAGCAGAGGACGATCATCGGATTGCAGGAACC 
ATCGGCATCCTCAGCCTGGGAAGGATGGCTCTTGGTAGACATTCGCGGAAGGTGTCCTAGATGTGAGCGGGC 
TTCTTGGATGATCATGTCGTAACTTTTTCTGACCTCGTCGGTGGTACGCATGGCAGGATTGAGCATTACGGT 
ATGCCTCCCATTCATAAACGATAACCCCTTCCTTCAGGTTGGTCATCTCCATAGAGCGGCACGCTCTCAAGG 
CCTAGGCTATTCACACCTCCTTCGCAACATCCCTATTCACGGTGTCTGTAAGGAACGACTTGTCATGGGATC 
ACATGT^AGTGCAGCATACTGTTCGCCGGTCTCGCAGTACAGACGCTAGTACGGGAAGTCGACATCCAAGCGT 
TCAGTCACCACATGGCAAAAAAGCTGCACCATACTCTTTATGGTGAGTTGTTCGTGAGTGGTATACAGTCAT 
TCATGAGGGAATGCCCACCGGATAGGGTGTGGCGGCCGCAATATTCATCGCCTGGCAATAGTCGATGTGCGT 
CCTTGTTCAATGAATATCATGGGTCACATGTGGAGACGGTTAAACAGCGTTGACTGTGAATCCCTGGTGTGT 
GTTGGGCCGAACAGGTACGTTGCAGGAACACCAATATCTCTTCGGCAGCCCAGTTCTTTGCGAGCGGCACAG 
GCAGGCATCGCGCAACAGATCCCAGCCATCCGGCCTCTGACATTCGGGATACCTGAAGCCCTTCAGGTACGG 
AGCGAAGAGGTGGGCTCTCTGCAGCGATTGGCGGACGGATAGCTGTATTTCCTCTCTCACCATTGGGAAGAT 
GTGAAAGGCTCCATCATATAGCGGCTCAACTCTACCTCGAATGTCCAAACACGGCGGGAATACTTATTTATG 
TGGACAAGGCCGAGCTATGATAGCTTGCTCCCGAAGTTGGTAAGTCCCGCAATCTGCGGTTCAGGCAACAGT 
CTCGGAAAAATAAGAAGAATATTGTAGGTGCGTGTAGGCGTATCGCCCAAATGCGCACACACGGAGGCTTTA 
GGAGATGAAGCGCCCGTGAGCGGTAAGGGAGTTGGTTCACCGCCGCCCCGACCGACTCTCTCTCTTTCCCAG 
CATCATGTCTCGGCGCAAACTTTACCCTCTATTGACCAACTCCACGAGAAAGCAGGAACAGCTTCCTTGTCT 
CTCATGACGTCCGCAATCCAGACCCTTAGCCGGTTCGTTACTCATCGTTATCCCTGCCGCCATGGTAGTGGA 
GTCAGCCTGGCCAGTGCGTAGTCCCGTCTCTCTTGCTGCACTAGAGAAGCCCCATGAGACAGCGTTTTTTGC 
TTTATTTCTGCTGTTTCTATAGACACCATAGGGGCAAACGATCCTGCACGCCCAGAGGTATTGGGCTCGTCA 
GATTCCCAGTTTTTCTCCTCGGTCTGAATCGGCTGCACGGCAGATAAATCGGCCGGAAATGCTATAGCCCTT 
CATAGCCCGCTATGAGAGTCGCAAAAGGCTTGTCAGTCAGGTCGGTCGAGTGGCTCTCACGAAGAGCGTCAA 
CTTCGCGCGACAGCCGCCTTTCAGGGCAAGATAGATCCTCCCATCATCCCCTACTGCGCTCAGCGCCGGTAC 
CGAACAATTGACTTACCGACATCCTCCGGGACGCGCAAATGCTGTTCGACGGAACGTAATCCTCTTCGTCCC 
GCCTCTTTTCGCTCTCACGCATTCCGTGTGGTTCGCGCGACGGCCGCTCATCAGGACCAGACCAGTCTCAAT 
GTCTGGTACCGGCACAATGGTGACACTGCGGCAACTGAGTAGGTCTGGTCACTCTGGTGCACCGTCGCTTAC 
GCTGACCTTCGGGATACTGTCCTGCAGACATCTGGAGCGCCTGTCTTTCCCCTAGTATAAATGATGTCTGTC 
CGCAGGTCCTTGAAGACCGCTCGAGTCCCACTTGAGTTTTAGGTAGGACCTGTCCACCAAACCCCTCTTTCT 
GATCATG 



Figure 5 : Sequence de la sequence promotrice du gene 
codant pour la laccase de Pycnoporus cinnabarinus (jusqu'a 
PATG codant pour la methionine de la laccase) 
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Figure 6 : Carte physique des trois vecteurs d'expression 
utilises pour la production de la laccase chez Pycnoporus 
cinnabarinus 
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catgggatatcgcatgcctgcagagctctagagtcgacgggcccggtactc 

gcgcctatcggtgggatattcgggcgacgggagcctcggcaatctgagcctcgtt^ 

catagggtcgcggacaagtgatcgtcttgctacatactccaaggtgttgactcattccctcgataatga^ 

ttctctatccgctcagtc^cxraaccccacacgto^ 

taaaggctgagtcgtggactaaagga.ctccacttta 

gggggtacaaaaggagggtgaaaggtggacgttttcttaccatc^ 

caaaaaggttctgcccgtacgcccgcgaaattccttcgaggtggcccctatcg gatac atgcacgacttcaaaa 
atrttgggatcgtacaattattagacatgttgtacaacgttacattcc'rr l'ci'l ci'tl i actctccggccc agtctatgtagaggtaaa 
gtacaagcgtccaaaggatcaggcacttagagcgcgccgtcttgcttcgccgcttagagcgc 

agcaggtcgcagacacggcgggagtagccccactcgttgtcgtaccaggcaatgagcttcacgaagctcttgctgatcgcgatgcgg 

gggatcgatccacgcgtcttaaggcggccgcggtaccccctcggacx:cgtcgggccgcgtcggaccggcggtgttggtcggcgtcgg 

tcagtcctgctcctcggccacgaagtgcacgcagttgccggccgggtcgcgcagggcgaactcccgcccccacggctgctcgccgat 

ctcggtcatggccggcccggaggcgtcccggaagttcgtggacacgacctc03accactcggcgtacagctcgtccaggccgcgcac 

ccacaccx:aggccagggtgrrgtccggca.ccacx:tggtcctggaccgcgctgatcaac^ 

gaagtcgtcxrrccacgaagtccggggagaacccgagccggtcggtcca.gaactcgaccgctc 

ccggaacggcactggtcaacttggccatgcatggtgatgggcattatgtgtgatgggatgcgatgggagagggaa.gtgctctggatg 
ggagtgctggagaaagagggagacggcgggcggcgcgccttttatacccacgcccgaaagatccgatcgatactgacaaaacggga 
tgaacacatcggcggcggcctggactgcgcgccatctgcaaatgcccagcc^ 

ccccctcgagggcgacgctctattctatccatgcgcgcaattgcaggtgcgcggtcgaagaacagtccttcgcagtcct^ 

tgggctgcgaccctgtctacctctc^tcctaacccctccgcggc 

caccctccgatcccgagcacgttccttacatgcx^ 

aatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattg^ 

octggggtgcctaatgagtgagctaactcacattaattgcgttg 

gcattaatgaatcggcgaacgcgcggggagaggcggtttgcgtatto 

gtcgtt^gctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccac agaat caggggataacgcagg 
catgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgt^ 
agcatcacaaaaatcgacgctcaagt(^gaggtggcgaaacccgacaggactataaagatacc^ 
ctcgtgcxjctctcctgttccgacxxnx^ 

ACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCC 

ttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgactt^ ' 
gcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtc 

ctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggca aacaaa ccaccgct i'l i igttt 

gcaaggagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgat^ 
aactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatcctttta^ 
tctaaagtatatatgagtaaacitggtctgacag^ 

atccatagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttacc 

agacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcg 

cgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagt^ 

acaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacato 

tgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgt^ 

agcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgag 

tgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggcgtcaatacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcatt 

ggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgt^ 

tcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggtgagcaa^ 

acggaaatgtrgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcat^ 

aatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttcccx:gaaaagtgccac^ 

tgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttcgt^ 

agctcccggagacggtcacagcttgtctgtaagcggatgccgggagcagaca^ 

tgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccatatgcggtgtgaaataccgcagagatgc 
aggagaaaataccgcatcaggcgccattcgccattcaggctgcg 
cgccagctggcgaaagggggatgtgctgcaaggcgattaagttgggtaacgccagggtttt^ 
ggccagtgccaagcttgcatgcctgcaggtcgacgaccgagcgcgcx3ccacccagcc 

GCGGGCCCCGCCGCGCCCCXjTCGGGCGAGCGGGTGTATCTACGAACGGAACTGGGAGGCGACTCGGAAGAGTTTO 
GAACACCATCGCGGACGGCCCAGTGCTCTGGDCAGCTGAGCGTGCATTGTGTTCAATTCT 

GGGATCGGAGGGTGGCGCGAGAGCCTCTTCGGTGTGAGATTAGTAACTGTACTGCGAAGCCGCGGAGGGGTTAGGATGAGAGGTAG 
ACAGGGTCGCAGCCCAGGTGCGAGAAGGACTGCGAAGGACTGTTCTTCGACCGCGCACCTGCAATTGCGCGCATGGATAGAATAGA 
GCGTCGCCCTCGAGGGGGACTCGACCAGGGCTGGTGGTGGCGCCCGACGGGACTGGCTCGGCAT^GCAGATGGCGCGCAGTCCAG 
GCCGCCGCCGATGTGTTCATCCCGTTTTGTCAGTATCGATCGGATCTTTCGGGCGTGGGTATAAAAGCGCGCCGCCCGCCGTCTCCCT 
CTTTCTCCAGCACTCCCATCCAGAGCACTTCCCTCTCCCATCGCATCCCATCACACAATAATGCCCATCAC 

Figure 7 : Sequence nncleotidiqne dm vecttemr pEGT 9 contenant 
le promotenar dm gene gpd (4480-5122) 9 m marqiaeiiir de 
• resistance a la pMeomycine (507-1822) et le terminaf eur dm 
gene §c3 (71-507). 
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AGCTTCTCCGGCCCCGAATCGAACGGCAGGATGTGTGGGCGTGTCCAATATTGCCATGAAAATCT 

CCTGTACAGCTTCGCTGAGTTGAAAAGCAGGGTTCATCTTGGGCTC 

AGTGTTCACTAACTITAACGCCGGGTATTCAGGGCAGCTTCTCTATGTTGCGCCT 

GGGAGGGGTGCGTTTGGTACGTCTTTACX3TCTGGCTATGTTC 

GCCAGTGTCGTCGGATGTCCACTGTTGAGGCCATC^ 

AGGGGCTTAGATGGAGAGTGACACGTCTGAGCTCCCCAACACGCC^TCGCCGAG^ 
TTCTGACCTGCCTAATTGTATAGACCGGCCAACAACCTTGCTGACGCCCATCATA 
CGCCTCCCTCAATCAATCCCACTAACTC^ 
TCCCCCCTTCCCTCCGCGTCGTC^TGCACGC^^ 

GAGGCGCGCGGGGACCTGGCACGCGCGGCATGAACATGCAGACTTGGGTGACGATA^ 

AACGCGCGGGAAGAAAATAATTTACGGGAGCCTCCCCAGGTATAAAAGCCCCTCACCCGCTCACT 

TCAACTACCCAGCCCTTCCTTCCrTCGCTATCCnTCYTTACAAC 

GGGCCCGGTACCGCGGCCGCCTTAAGACGCGTGGATCCGCAGGTGAACGCGCCTATCGGTGGGATATTCGGGCGACGGGAGCCTCGGC 

AATCTGAGCCTCGTTACTGCCTAGCAAATTCGGAATCCCTTCGATGTCATAGGGTCGCGGACAAGTGATCGTC 

GTGTTGACTCATTCCCTCGATAATGAACATTGTTC 

TTCGCCACGCAACAACCGCATGACGACATGGCGAACCTAAGTAAAGGCTGAGTCGT^ 

CAGTCTACGTCATGAATGAAGCCTCAGGTCCCGAAGTAAGGGGGTACAAAAGGAGGGTC 

CCTCCCAGACCACCATGCCGGGAATTCCCAGCTTGCTCAAAAAGGTTCTGCCCGT^ 

CATAGATGCACGACXTCAAAACATCCATTCTATCATTTTGG 

TTACTCTCCGGCCCAGTCHATGTAGAGGTAAAGTA^ 

AGCGCGCCGTCCTGCTTCX3CCGCGTAGACGAGCAGGTCGCAGAGA(X5GCGGGACT 

CACGAAGCTCTTGCTGATCGCGATGCCGGGGATCGATCCACGCGTCTTAAGGCGGCCGCGGTACCCCCTCGGACCCGTCGGGCCGCGTC 
GGACCGGCGGTGTTGGTCGGOjTCGGTCAGTCCTGCTC^ 

ccgcccccacggctgctcgccgatctcggtcatggccggcccggagg 

acagctcgtccaggccgcgcacccacacccaggccagggtgttgtccggcacc^ 

tcgtcccggaccacaccggcgaagtcgtcctccacgaagtcccgggagaaccot 

gtcgcgcgcggtgagcaccggaacggcactggtcaacttggccatgcatggtgatgggcattatgtgtgatgggatgcgatgggagag 
ggaagtgctctggatgggagtgctggagaaagagggagacggcgggcgg 
ctgacaaaacgggatgaac^catcggcgck:ggcctggactgcgcgccatctgcaaatgccc^ 
gccctggtcgagtccccctcgagggcgacgctctattctatccatc 

CCTTCTCGCACCTGGGCTGCGACCCTGTCTACCnxnXlATC 

GCTCTCGCGCCACCCTCCGATCCCGAGCACGTTCCTTACATGCX^CAGCXjTCAGAATTGAACACAATGCA 
GAATTCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCT^ 

TAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTC 

GCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACT 

GGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCC ACAGA A 

ATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCT 

ATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGAC^GGACT^^ 

CGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCC^ 

GGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTC 

ACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGC^ 

GGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATT TGGTATC TG 

ACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCAC^^ 

CGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGCT 

GGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCC^^ 

TTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTOAGGCACCTAT^ 

GTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCT^ 

ATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCXrrGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGT^ 

.GGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTO 

GTATGGCHTCATTCAGCTCCGGTTCCCAAC^ 

CTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATGACTCATGGTTATGGCAGCACTG 

AAGATGCTTTTCTGTGACnX3GTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTC 

ACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTGATC^ 

CGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCT^ 

AAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACT 

AGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTrAGAAAAAT 

CGAAAAGTGCGACCTGACGTCTAAGAAACCATTATT^ 

GCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTXIX2CGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAG 

AAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCA^ 

CATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACT 

AGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAA 

TTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCA 

Figuure 8 : Sequience nncleottMiqiiie dm vecteur pJESC 9 contenamt 
le promoteiar dun gene §c3 (1-1033), um marqiienr de resistance a 
la pMeomycime (1540-2855) et le terminatenr <3Ui gene §c3 (1104- 
1540) 
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CATGGGATATCGCATGCCTGCAGAGCrcTAGAGTCGACGGGCCCGGTACCGCGGCCG 
CTATCGGTGGGATATTOGGG(X3ACGGGAGCCTCGGC^ 

CGCGGAC^GTGATCGTCTTCCTACATACTCCAAGGTGTTGACTCATTCCCTCGATAATGAAC^ 

TCAGTCACGCGACCCCACACGTGCATGGTTOAACTTCGCCACGCAACAACCGCA 

GGACTAAAGCACTCCACHTTACGGCGAGGATGCCAGTCTACGT^ 

GTGAAAGGTGGACGTTTTCTTACCATCCTTCCACCTCCCAGACCACCATGCCGGGAATTCCCAGCTTGCTC 

CCCGCGAAATTCCTTCGAGGTGGCCCCTATCGCATA^ 

CATGTTGTACAACGTTACATTCCTTTCTTCTTTTACICT 

AGAGCGCGCCGTCTTGCTTCGCCGCTTAGAGCGCGCCGTCCTGCTTCGCCGCGTAGACGAGCAGGTCGCAGAGACGGCGG 
ACTCGTTGTCGTACCAGGCAATGAGCTTC^CGAAGCTCTTG 

ACCCCCTCGGACCCGTCGGGCCGCGTCGGACCGGCGGTGTTGGTCGGCGTCGGTCAGTCCTGCTCCTCGGCCACGAAGTGCACGCA.GTrG 

CCGGCCGGGTCGCGGAGGGCGAACTCCCGCCCCCACGGCTGCTCGCCGATCTCGGTCATGGCCGGCCCGGAGGCGTCCCGGAAGTTCGTG 

GACACGACCTCCGACCACTCGGCGTACAGCTCGTCCAGGCCGCGCACCCACACCCAGGCCAGGGTGTTGTCCGGCACCACCTGGTCCTGG 

ACCGCGCTGATGAACAGGGTCACGTCGTCCCGGACCACACCGGCGAAGTCGTCCTCCACGAAGTCCCGGGAGAACCCGAGCCGGTCGGTC 

CAGAACTCGACCGCTCCGGCGACGTCGCGCGCGGTGAGCACCGGAACGGCACTGGTCAACTC 

TGATGGGATGCGATGGGAGAGGGAAGTGCTCTGGATGGGAGTGCTGGAGAAAGAGGGAGACGGCGGGCGGCGCGCC1 1 1 i ATACCCACG 

CCCGAAAGATCXXjATCGATACTGAC^U^CGGGATGAACACATCGGCGGCGGCCTGGACTGCGCG 

CCGTCGGGCGCCACC^CCAGCCCTGGTCGAGTCCCC 

AGAACAGTCCTTCGCAGTCCTTCTCGCACCTGGGCTGCGACCCTGTCTACCTCTCATCCTAACCCCT 

ATCTCACACCGAAGAGGCTCTCGCGCCACCCTCCGATCCCGAGCACGTTCCTTACATGCCACAGCGTCAGAATTGAACACAATGCACGTC 

ARATCAGATCCCCGGGAATTCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTC 

GGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTG 

AACCTGTCGTGCCAGCTGGATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTG 

ACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTC^ 

CAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTT^ 
CCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGG 

CTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTG 

CACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAG^^ 

ATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCGAACCCGGTAAGACACGACTT^ 

GTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTAT TTGGTAT CTG 
CCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCG 

TTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACG CTCAG TGGAA 

TTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATO 

AACTTGGTCTOACAGTTACCAATGCTTAATCAGTG 

TCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATT 
TATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTG 

GGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCGATTGCTACAGGCATCGTGGTGT^ 

TATGGCrTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGAT^^ 

CCGATCGTTGTt^GAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATC^ 

GATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACX^AAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAG 
GGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCAT^ 

GTTCAGATCCAGTTCGATGTAACCCACrrCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTT^ 

GGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCG ACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCi 1 i 1 TCAATATTATTGAAGCATT 
TATCAGGGrTATTGTCrcATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAA^ 

TGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGrc 
TGATGACGGTGAAAACCTCIT3ACAC^TC^ 

GGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATC 

TGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGG 
GCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGA 

ACGTTGTAAAACGACGGCGAGTGCCAAGCTTAGATCTCCGAACCAGAAATGCGATTGCGTTCAGGCCCAATTA 

GGGCAGCGACGTATCTTGATCCATCATTGACTCACCGGCATCGGCGTCAACACCAAAGCAAGCTCGTCCCACCCATAGGCGTGCACCGGC 
CGGCGTGCGCCATTGAGGTACATGAGCGGGGCGAAAGTCCGCX^^ 

TTGGGAAGAAACGTCTGCGGCCCATCATCCCTTCACCGGATGACAAGGCGGCGTCGCGCCTTTGCCGCAGAGGCCGGCGGGCGACATGCA 



Figure 9 : Sequence nucleotidique du vecteur pELP, contenant 
le promoteur du gene laccase (4457-6983), un marqueur de 
resistance a la phleomycine (507-1822) et le terminateur du 
gene sc3 (71-507) (suite de la sequence, page suivante) 
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CAGCGAAGGTCCX3TTGCGGATGGGAAGCAGGCAATCAGTGGGTGTCCTACGCCGCCACGATGGTCGGGGAGCGT 
TAAGGCGGCAAGCATCATGATGCTCTCCGATTCGGGAAGC^ 

GTTCCTGGCCTGGAAGACTTTAAAGTGAGTGTAGAAGGGCGAGCAGAGGACGATCATCGGATTGCAGGAACCATCGGCATC 

CTGGGAAGGATGGCTCTTGGTAGACATTCGCGGAAGGTGTCCTAGAT^ 
CCTCGTCGGTGGTACGC^TGGCAGGATTGAGGATTACGGTATGCXn'CCCATTGA.TAAACGAT^ 
CATAGAGCGGCACGCTCTCAAGGCCTAGGCTATTCAC^^ 
GGGATCACATGAAGTGCAGCATACTGTTCGCCGGTO 

CATGGCAAAAAAGCTGCACCATACTCTTTATGGTGAGTTGTTCGTGAGTGGTATACAG 

GTGTGGCGGCCGCAATATTCATCGCCTGGCAATAGTC^ 

ACAGCGTTGACTGTGAATCCCTGGTGTGTGTTGGGC^ 

CGAGCGGCACAGGCAGGCATCGCGCAACAGATCCCAGCCATCCGGCCTCTGAC^TTCGGGATACCTGAAGCCCTTCAGGTACGGAGC 

GAAGAGGTGGGCTCTCTGCAGCGATTGGCGGACGGATAGCTGTATTTCCTCTCTCACCATTGGGAAGATGTGAAAGGCT 

AGCGGCTCAACTCTACCTCGAATGTCCAAACACGGCGGGAATACTTATTTATGTGGACAAGGCCGAGCTATGATAGCT 

GTTGGTAAGTCCCGCAATCTGCGGTTCAGGCAACAGTCTCGGAAAAATAAGAAGAATATTGTAGGTGCGTGTAGGCGTATCGCCCAAA 

TGCGCACACACX5GAGGCTTTAGGAGATGAAGCGCCCGTGAGCGGT 

CCCAGCATGATGTCTCGGCGGAAACnTTACCCTCTATTO 

GCAATCCAGACCCTTAGCCGGTTCGTTACTCATCGTTATCXXTGCC^ 

CTCTTGCTGCACTAGAGAAGCCCCATGAGAGAGCGTTTTTTGCTTTATTTCT^ 

CACGCCCAGAGGTATTGGGCTCGTCAGATTCCCAGTTTTTCTCCTCGGTC 

ATAGCCCTTCATAGCCCGCTATGAGAGTCGCAAAAGGCTTGTCAGTCAGGTC 

CGACAGCCGCCTITTCAGGGCAAGATAGATCCTCCCATCAT<XCCT 

CTCCGGGACGCGCAAATGCTGTTCGACGGAACGTAATC 

CGGCCGCTCATCAGGACCAGACCAGTCTCAATGTCTGGTACCGG 

GTGCACCGTCGCTTACGCTGACCTTCGGGATACTGTCCTGCAGACATCTGGAGCGCCTGTCTTTCCC CTAG TATAAATGATGTCTGTC 
GCAGGTCCTTGAAGACCGCTCGAGTCCC^CTTGAGTTTTAGGTAGGACCTGTTCCTCCACA^ 



Figure 9 : Sequence nucleotidique du vecteur pELP (suite), 
contenant le promoteur du gene laccase (4457-6983), un 
marqueur de resistance a la phleomycine (507-1822) et le 
terminateur du gene sc3 (71-507) 
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E3 temoin 

M 25 g/L ethanol 



Figure 10 : Resultats de production des transformants 
presentant les activites les plus importantes. La culture a ete 
effectuee avec ou sans (temoin) ethanol 
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Figure 11 : Suivi des activites laccase des transformants GPD 
14 et 12.7 en foiiction du temps avec ou (temoin) sans ethanol 
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TGGGGAGATGGTT CT ATATATCAAAATGATCTT CTGTCCTGAG CTTTCCTCGT CCTTGTTTTCGTCTT GTCAGTGCCGCGACATGCTT TTATT AAACC AT 100 

TGG CGAGCTGCCCGCGCC CAAGGAGATAGCATAATCGCCTGAG AAACCTAGTCGTCTC ATGGCCGTGT AACCGTTCTT GCGACTTATT TTCGCACTTCTC 200 

TCA GAAT AT AAAG GCCT A TT GT GATACG GTTCATCTAACCCCAGCGTCCCCPCCGAAAGATGGGCTGCCTCTC ACTCTTCGCATTCCrTACTGCTTTAAA 30 0 

MGCLSLFAFLTALN 14 

CTCAGTTCATGCCGCTGTGGGTCCCGTTACGGACTTAACACTC 4 00 

SVHAAVGPVTDLTLIVDTVAPDGAAFARE 43 

CGA CT GT A AATGC CGG AT TT GAGTTTCT AATTATAATCTTCCAGCCATTGTCGTCCAAGA6GA ACCAA ACTCCGTCAT TGGTC CGGTC ATCGT AGGTGGG 500 

AXVVQEBPNSVXGPVXV 60 

TAGC^ACG AGTCTTCCTCCTTCATTTAGCTCAT CACCA AGTGAT ATGATATTAATTAAGGTCA AAAGGGGGACAACTT TCGGC TC AAT GTT AT CAACAAT 600 

G QKGDNFRLNVINN 74 

TTGGATTCTCCGA ACATGCGCCAATCTACTTCC ATTCATTGGC ATGGC ATCTT CCAAG GAAAC GGTACGT GGT AT ATC GGAT AATCTATCTGT ATCCATT 700 

LDSPNMRQSTS1HWHG1FQGN 95 

GACTCGAATATAGGTC AG AATTGGGCT GGTGCGT TGGCCTTCCTGAAGCCTGCTCGAATTTAT CTTCCTGAATTTTTA GATGG CGCCGC ATTC GTTAACC 800 

— G Q ig W A DGAAFVN 107 

AGGTAAGG AGATGTTCCT GCCTT CGTTT CCCCAGAACT AATTATCCT AGTGCC CCATT GCCCCCGGAGGGGACTCGTT CTTGT ACGAC TTTAC CGAAC CT 900 

CPIAPGGDSFLYDFTE P 125 

TTCCAGACTGXXACATTTTGOTrATCATTCCCATTTATCAACT^ CAAGTCA 1 0 00 

EQTGTFWYHSHtiSTQYCDGLRGAFV 150 

CCGCTTTCTTCTCACTTATCTAGATCTACGATCCGCTCGACCCTTACCGGTTGCT ^00 

I YDPLDP YRLIiVDVDDESTV ITLADW. 176 

GTA CCACAGCTAT GCGGAGGACATTCT AATCGC GTAGG A GATTTTCCC AAGAT GTCTCCTCTGCCTCT CTGAAATCCATGAAC TAGTGCAGGC GACAC TA 1200 

YHSXAEDIlilA A G D T 191 

TCCT CATC AAT GGTCACGGAAGATTCGC CGGAG CCGGC GGAAC GGCAACAGAACTATC TGTC ATTACT GTTGAGGATG GAAAG CGGTAGGCAT TCTCC CT 1300 

ILINGHGRFAGAGGTATELSVZTVEHGKR 220 

CGGCTTTG TAGAT GTGTCT AATT TGTGATAGCT ACCGATTGCGATTTGCCAAT ATCGCTTGTG ACCCT TGGTTTGCCGTGAAAATCGATAGCC ATACG AA 1400 

YRLRFANIACDPWFAVKIDSKTN 24 3 

CCTTCGCG TTATC GAAGCTGACG GTATT ACT ACTGTJ3CCTGTC ACGGT GGACT CCTTC AATGTAGGCTTACCCTTAGCACTTT CCCAC TCTGG ATCCT CT 1500 

IiRVlEAD G I T T 254 

TAT GACTTCCCA ft f^aT , m»T , r , OT < re ray iT& anrenT fcT &<yr PTFC&T CCTCC ATGCC AACCA GCCT GTTGGAAACT A CT GT AAGCT GCCTAA ATGTT GCAT G AC 1600 

ZFVGQRY-SVILHANQPVGHY 274 

TGTCCATG ATTCT AACCC CGCCAGGGATTCGGG CCGCT CCGAACGGCGTGAGC AATTTCGCGG GTGGG ATCGACTCGG CTATT CTCCGTTATGTTGGC GC 1700 

~™ IRAAPNGVSNFAGGIDSAI LRYVGA 300 

CCC AGAAG AAGAGCCCAACACTAGTGAG GAT ACT CC AT CCGAC ACACTTCAAG AGCAG GATCT TCACCCGCTG ATCCT ACCCGGCGCGCCAGGCATCCAC 18 00 

PEEEPNT 6EDTPSDT XiQEQDXjHPIjILPGAPGI H 333 

TCC CGTGG GGCCGCCGAC GTTGT CCACACCGTATCAAT GGAGT TTGTG AGTGT GGCGACTTTT CTGGC CCCCT TTATT AAT AT AATCT GGTT AGGATG GC 1900 

SRGAADVVHTVSMEF 348 

GCAAACTT CCAATTCCTCCTGGATGGCGTGGCCTTCCAGCCGT GCGT C ATCTCTTTCA AAGAATTTAT CTAGC TG ACGATTTT GAAAT GT AG C CCGAC CA 2000 

LTILKCSPT 357 

TGCCCGTCCTTCTGCAAATATTATCGGGAGCGCAGACTGCTAATACCCTTCT 2100 

MPVLLQ1I*S GAQTAKT LLPAGSF1QASH N DIVE I» 391 

CAATTTCCCAGCT GTCAACGTAG CCGCT GTCGG TGGAC C GTGC GTC CC ATCTT TCCTT GCCAG CTTGAAATTT ACGCT CTTTT AGACATCCAATCCAT CT 22 00 

NFPAVNVAAVGG P H P 1 H L 409 

GTGAGCGC AGCGGGACCT TTGGCTTATGGCATATGACT TATTATTAGCCATGG CCATGCATTC GACGT TAT AC GCT CT GCTGG AACGAACTCC GATAACT 2300 

— — — HGHAFDVIRSAGTNSDN 426 

GGT TCAA* 7 ' CCGGT ATTTT CATT C GACTT CCAT AAGAT GACGAT GGCTC ACTAT GGTTT TT ACC CAGCCT CGCAGAGAT GTCGTATCCACCGGT ACCGATC 2400 

W F N P PRRDVVSTGTD 441 

CTAATGACAATGT GTACGTGTTT CGCTATTGAT TGTCCGTTTT GATTT GACTG TTGGA CAGCACCATT CGCTT CCGGG CCGAC AACCC GTACG TA AAC TG 2500 

P N D N V TIRFRADN P 455 

CTGAATC^CTCG^TGTCTTTGGTTCTCATAATCTCATCAGAGGTCCATGGTTCCTTCACTG 2 600 

GPWFLH CHIDWHTiTSIiGFA.LV 475 

GAT TGCAG AAGCG CCTAGCGAAT GGGAC AGCGACATT A ACCCT CCTGGTGCGCTGCCrGTGAACCTTTTCTCCCTACACTTGCTAAGATCGCTCTAGCTG 2 7 00 



IAEAPSEWDSDINPP 



A 4 91 



CGT GGGAT GACCT ATGCC CT ACG TTCGC TTGGC TTCTC TTTT A CTATT TCAAG TTTCCT CACATT CTC AACTTCAC AG AT ATG ATGCCCTG CC GCCT G AG 2 600 
AWDDLC PT EAWLIiFYYFKFPHlXiNFTDMMPCRL S 525 
C AG CAGT A ATCGAGTTAAGAACCTCAACGTTGA CT AAG GAAAAAGCAA AGCAG AAT AT G AAACTCTCATTTATCTTT AT ATCG ACACATT CAC TATTC AA 2 9 00 
SSNRVKNLNVD. 536 
CCTACGGATTTTCCCTCGCACCTGJVATTTCGGTGCTAGATCCCCaTTCTTG 3000 

ARTMJATACATAACGTCCGTGGGGTTAGTTAATTCGT 3037 
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<400> 1 
ctgcagacat 


ctggagcgcc 


tgtctttccc 


ctagtataaa 


tgatgtctgt 


ccgcaggtcc 


60 


ttgaagaccg 


ctcgagtccc 


acttgagttt 


taggtaggac 


ctgtccacca 


aacccctctt 


120 


tctgatcatg 


tcgaggttcc 


agtccctctt 


cttcttcgtc 


ctcgtctccc 


tcaccgctgt 


180 


ggccaacgca 


gccatagggc 


ctgtggcgga 


cctgaccctt 


accaatgccc 


aggtcagccc 


240 


cgatggcttc 


gctcgcgagg 


ccgtcgtggt 


gaacggtatc 


acccctgccc 


ctctcatcac 


300 


aggcaataag 


gtatgtatat 


gctgctcgtc 


cctcagagct 


acatacatct 


gatccacaat 


360 


cgtttagggc 


gatcgattcc 


agctcaatgt 


catcgaccag 


ttgacaaatc 


ataccatgtt 


420 


gaaaacatct 


agtattgtaa 


gggttcagtt 


tttcccgact 


accatgttat 


tgaccatcac 


480 


cactcgtagc 


attggcacgg 


cttcttccag 


caaggcacga 


actgggccga 


tggtcccgcg 


540 


ttcgtgaacc 


agtgtcccat 


cgcttcgggc 


cactcgttct 


tgtatgactt 


tcaagttccc 


600 


gaccaagcag 


gtacgaattc 


cgtacacgtt 


tcattgcgtc 


gcaactaaac 


ctcctcttac 


660 


tagggacttt 


ctggtaccat 


agccatctct 


ccacgcaata 


ctgcgatggt 


ttgagggggc 


720 


ctttcgtcgt 


ctacgacccc 


aacgatcctc 


acgctagcct 


gtatgacatt 


gataacggtg 


780 


agcagatcat 


ggtatcgcaa 


tattgcgtcc 


acttatgctt 


cctggcatcc 


agacgacact 


840 


gtcattacgc 


tggctgattg 


gtatcacgtt 


gctgccaagc 


tcggacctcg 


cttcccgtac 


900 


gtgtcaaatg 


tctacgagag 


atctcacata 


tacgactaga 


ctcacttcgc 


tgattacaga 


960 


tttggctccg 


attcaaccct 


tatcaatgga 


cttggtcgaa 


ccactggcat 


agcaccgtcc 


1020 


gacttggcag 


ttatcaaggt 


cacgcagggc 


aagcggtaag 


tatggatggt 


catcactgca 


1080 


cattggctct 


gatacatggc 


cttgtttcca 


cagctaccgc 


ttccgcttgg tgtcgctttc 


1140 


ttgcgatccg 


aaccatacat 


tcagcattga 


taatcacaca 


atgactataa 


ttgaggcgga 


1200 


ctcgatcaac 


actcaacccc 


tagaggttga 


ttcaatccag 


atttttgccg 


cgcagcgcta 


1260 


ctccttcgtg 


gtaggtcgta 


ggctcctgtc 


atcaagtttg 


cagacattct 


tagatacacc 


1320 


tttttcaatg 


cagctggatg 


ctagccagcc 


ggtggataac 


tactggatcc 


gcgcaaaccc 


1380 
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tgccttcgga 


aacacaggtt 


ttgctggtgg 


aatcaattct 


gccatcctgc 


gttatgatgg 


1440 


cgcacccgag 


atcgagccta 


cgtctgtcca 


gactactcct 


acgaagcctc 


tgaacgaggt 


1500 


cgacttgcat 


cctctctcgc 


ctatgcctgt 


ggtacgtgtc 


tcaaagaacc 


tcgatcacta 


1560 


agtgcatgtc 


aactcatatg gtgcatgaca 


gcctggcagc 


cccgagcccg 


gaggtgtcga 


1620 


caagcctctg 


aacttggtct 


tcaacttcgt 


gagtactggc 


gcgcttccgt 


agcacacgtt 


1680 


cgaacaaagc 


ctgataccat 


gcagaacggc 


accaacttct 


tcatcaacga 


ccacaccttt 


1740 


gtcccgccgt 


ctgtcccagt 


cttgctacaa 


atcctcagtg 


gggcgcaggc 


ggctcaggac 


1800 


ctggtcccgg 


agggcagcgt 


gttcgttctt 


cccagcaact 


cgtccattga 


gatatccttc 


1860 


cctgccactg 


ccaatgcccc 


tggattcccc 


catccgttcc 


acttgcacgg 


tgtacgtctg 


1920 


ccttcccctc 


gtctaaaggc 


ggagtcgata 


tctgactccc 


atcacagcac 


gccttcgctg 


1980 


tcgtccggag 


cgccgggagc 


agcgtctaca 


actacgacaa 


cccgatcttc 


cgcgacgtcg 


2040 


tcagcaccgg 


ccagcccggc 


gacaacgtca 


cgattcgctt 


cgagaccaat 


aacccaggcc 


2100 


cgtggttcct 


ccactgccac 


attgacttcc 


acctcgacgc 


aggctttgct 


gtagtcatgg 


2160 


ccgaggacac 


tccggacacc 


aaggccgcga 


accctgttcc 


tcaggcgtgg 


tcggacttgt 


2220 


gccccatcta 


tgatgcactt 


gaccccagcg 


acctctgagc 


gggattgtta 


ctgtgacctg 


2280 


gtgtgggggg 


aacatgtcga gggctttcat 


cgatcaggga 


ctttcaaggt 


tggcataata 


2340 


tacctcacgg 


cctggatgac 


tcggacagcg 


tgtgggcgtg 


ggtgtaactc 


tgcttgatgt 


2400 


tgaaaaaagg 


attttatgta gaacaattta 


tgagcaatca 


gcaatcaata 


ggattgtgtc 


2460 


ggtttcgacg 


aaatgtcttg 


tctccctgac 


attacttttg 


gtgcgagaaa 


tgggtccatg 


2520 


atacacatca 


ttgagctctc 


aataccaaga 


aggattaccc 


atgtcaatac 


ccaagatcat 


2580 


gtcttcgctg 


tccgcaatgg tctcatgttg 


cgttgagcag 


atcgcagtac 


gttgaaaagc 


2640, 


gattagtatt 


acatgcaaca 


tgcaacattt 


ggaagggggc 


atgcagaggt 


tcagctcgcg 


2700 


tcagtcggcc 


aagtagcgac 


ctttgccgca 


ctgcctgtta 


acctgaacgt 


atgcttcaga 


2760 


actccgtcgg 


tatcgagagc 


gatcgtgtac 


gttccgggat 


agatccattg 


atccccgctc 


2820 


tggtcggcgc 


gtgcgatggc 


cccgagcgtc 


accggcagct 


tcgcgatcgc 


gcttttccta 


2880 


ggggcgaggc 


cgtgtacccg 


cgtgtacgag 


acgagctgct 


tgttcgggtg 


gggcgaaggc 


2940 


ccgaaggagc 


cactcacgaa 


gagcaatgcg 


acgtaatccg 


aggtagcctt 


gcccgtgtta 


3000 


gtcacacgca 


cggagaacgt 


gtcgagcggc 


gcgaggtcga 


ggaaggcggc 


gctcttctga 


3060 


ccgcgctgta 


cgaggtcgga aatcgaatac 


gtcgatggcg 


gtcctccaaa 


gtccgtgacg 


3120 


ttggtcgcat 


cggccgccgc 


gcctggagct 


gcccaagaga 


aatcgaaggt 


ggtgaagtgc 


3180 


agtccaaagc 


caaattcgta gaccggcgtg 


ccggtgtacc 


acttgtatgt 


acgccccggg 


3240 


ttcgacgcgc 


ttgggcgaag ggtcatgtca 


gtcatcggaa 


cctgatcagc 


gtagatggct 


3300 


gggtattggg 


tgatgggcag gcgtcctgca 


9 






3331 
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<210> 2 

<211> 518 

<212> PRT 

<213> Pycnoporus cinnabarinus 



<400> 2 

Met Ser Arg Phe Gin Ser Leu Phe Phe Phe Val Leu Val Ser Leu Thr 
15 10 15 



Ala Val Ala Asn Ala Ala lie Gly Pro Val Ala Asp Leu Thr Leu Thr 
20 25 30 



Asn Ala Gin Val Ser .Pro Asp Gly Phe Ala Arg Glu Ala Val Val Val 
35 40 45 



Asn Gly lie Thr Pro Ala Pro Leu lie Thr Gly Asn Lys Gly Asp Arg 

50 55 60 

Phe Gin Leu Asn Val lie Asp Gin Leu Thr Asn His Thr Met Leu Lys 
65 70 75 80 



Thr Ser Ser lie His Trp His Gly Phe Phe Gin Gin Gly Thr Asn Trp 
85 90 95 



Ala Asp Gly Pro Ala Phe Val Asn Gin Cys Pro lie Ala Ser Gly His 
100 105 110 



Ser Phe Leu Tyr Asp Phe Gin Val Pro Asp Gin Ala Gly Thr Phe Trp 
115 120 " 125 



Tyr His Ser His Leu Ser Thr Gin Tyr Cys Asp Gly Leu Arg Gly Pro 
130 135 140 



Phe Val Val Tyr Asp Pro Asn Asp Pro His Ala Ser Leu Tyr Asp lie 
145 150 155 160 



Asp Asn Asp Asp Thr Val lie Thr Leu Ala Asp Trp Tyr His Val Ala 
165 170 ~ 175 



Ala Lys Leu Gly Pro Arg Phe Pro Phe Gly Ser Asp Ser Thr Leu lie 

180 185 190 

Asn Gly Leu Gly Arg Thr Thr Gly lie Ala Pro Ser Asp Leu Ala Val 

195 200 205 



lie Lys Val Thr Gin Gly Lys Arg Tyr Arg Phe Arg Leu Val Ser Leu 
210 215 220 
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Ser Cys Asp Pro Asn His Thr Phe Ser lie Asp Asn His Thr Met Thr 
225 230 235 240 

He He Glu Ala Asp Ser He Asn Thr Gin Pro Leu Glu Val Asp Ser 
245 250 255 

He Gin He Phe Ala Ala Gin Arg Tyr Ser Phe Val Leu Asp Ala Ser 
260 265 270 

Gin Pro Val Asp Asn Tyr Trp He Arg Ala Asn Pro Ala Phe Gly Asn 
275 280 285 

Thr Gly Phe Ala Gly Gly He Asn Ser Ala He Leu Arg Tyr Asp Gly 
290 295 300 

Ala Pro Glu He Glu Pro Thr Ser Val Gin Thr Thr Pro Thr Lys Pro 
305 310 315 320 

Leu Asn Glu Val Asp Leu His Pro Leu Ser Pro Met Pro Val Pro Gly 
325 330 335 

Ser Pro Glu Pro Gly Gly Val Asp Lys Pro Leu Asn Leu Val Phe Asn 
340 345 350 

Phe Asn Gly Thr Asn Phe Phe He Asn Asp His Thr Phe Val Pro Pro 
355 360 365 

Ser Val Pro Val Leu Leu Gin He Leu Ser Gly Ala Gin Ala Ala Gin 
370 375 380 

Asp Leu Val Pro Glu Gly Ser Val Phe Val Leu Pro Ser Asn Ser Ser 
385 390 395 400 

He Glu He Ser Phe Pro Ala Thr Ala Asn Ala Pro Gly Phe Pro His 
405 410 415 

Pro Phe His Leu His Gly His Ala Phe Ala Val Val Arg Ser Ala Gly 
420 425 430 

Ser Ser Val Tyr Asn Tyr Asp Asn Pro lie Phe Arg Asp Val Val Ser 
435 440 445 

Thr Gly Gin Pro Gly Asp Asn Val Thr He Arg Phe Glu Thr Asn Asn 
450 455 460 

Pro Gly Pro Trp Phe Leu His Cys His He Asp Phe His Leu Asp Ala 
465 470 475 480 



Gly Phe Ala Val Val Met Ala Glu Asp. Thr Pro Asp Thr Lys Ala Ala 



A > 
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485 490 495 

Asn Pro Val Pro Gin Ala Trp Ser Asp Leu Cys Pro lie Tyr Asp Ala 



Leu Asp Pro Ser Asp Leu 
515 

<210> 3 
<211> 2527 
<212> ADN 

<213> Pycnoporus cinnabar inus 
<400> 3 

agatctccga accagaaatg cgattgcgtt caggcccaat taagaataaa gctgcgtcag 60 

ggcagcgacg tatcttgatc catcattgac tcaccggcat cggcgtcaac accaaagcaa 12 0 

gctcgtccca cccataggcg tgcaccggcc ggcgtgcgcc attgaggtac atgagcgggg 18 0 

cgaaagtccg . ccattggtag ccctgtcgtg gacgcgcggc gatgaaacgt ttcccaccat 240 

tgggaagaaa cgtctgcggc ccatcatccc ttcaccggat gacaaggcgg cgtcgcgcct 3 00 

ttgccgcaga ggccggcggg cgacatgcac agcgaaggtc cgttgcggat gggaagcagg 3 60 

caatcagtgg gtgtcctacg ccgccacgat ggtcggggag cgtaggcgcc ctcccataag 42 0 

gcggcaagca tcatgatgct ctccgattcg ggaagcctgg tgcgatgctg gagagactct 4 80 

ctccgagaga ccagtgtgcg caacgttcct ggcctggaag actttaaagt gagtgtagaa 54 0 

gggcgagcag aggacgatca tcggattgca ggaaccatcg gcatcctcag cctgggaagg 60 0 

atggctcttg gtagacattc gcggaaggtg tcctagatgt gagcgggctt cttggatgat 660 

catgtcgtaa ctttttctga cctcgtcggt ggtacgcatg gcaggattga gcattacggt 72 0 

atgcctccca ttcataaacg ataacccctt ccttcaggtt ggtcatctcc atagagcggc 780 

acgctctcaa ggcctaggct attcacacct ccttcgcaac atccctattc acggtgtctg 84 0 

taaggaacga cttgtcatgg gatcacatga agtgcagcat actgttcgcc ggtctcgcag 900 

tacagacgct agtacgggaa gtcgacatcc aagcgttcag tcaccacatg gcaaaaaagc 960 

tgcaccatac tctttatggt gagttgttcg tgagtggtat acagtcattc atgagggaat 102 0 

gcccaccgga tagggtgtgg cggccgcaat attcatcgcc tggcaatagt cgatgtgcgt 1080 

ccttgttcaa tgaatatcat gggtcacatg tggagacggt taaacagcgt tgactgtgaa 1140 

tccctggtgt gtgttgggcc gaacaggtac gttgcaggaa caccaatatc tcttcggcag 1200 
cccagttctt tgcgagcggc acaggcaggc atcgcgcaac agatcccagc catccggcct . 1260 

ctgacattcg ggatacct'ga agcccttcag gtacggagcg aagaggtggg ctctctgcag 132 0 

cgattggcgg acggatagct gtatttcctc tctcaccatt gggaagatgt gaaaggctcc 13 80 

atcatatagc ggctcaactc tacctcgaat gtccaaacac ggcgggaata cttatttatg 1440 
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tggacaaggc 


cgagctatga 


tagcttgctc 
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ccgaagttgg 


taagtcccgc 


aatctgcggt 


1500 


tcaggcaaca 


gtctcggaaa 


aataagaaga 


atattgtagg 


tgcgtgtagg 


cgtatcgccc 


1560 


aaatgcgcac 


acacggaggc 


tttaggagat 


gaagcgcccg 


tgagcggtaa 


gggagttggt 


1620 


tcaccgccgc 


cccgaccgac 


tctctctctt 


tcccagcatc 


atgtctcggc 


gcaaacttta 


1680 


ccctctattg 


accaactcca 


cgagaaagca 


ggaacagctt 


ccttgtctct 


catgacgtcc 


1740 


gcaatccaga 


cccttagccg 


gttcgttact 


catcgttatc 


cctgccgcca 


tggtagtgga 


1800 


gtcagcctgg ccagtgcgta 


gtcccgtctc 


tcttgctgca 


ctagagaagc 


cccatgagac 


1860 


agcgtttttt 


gctttatttc 


tgctgtttct 


atagacacca 


taggggcaaa 


cgatcctgca 


1920 


cgcccagagg 


tattgggctc 


gtcagattcc 


cagtttttct 


cctcggtctg 


aatcggctgc 


1980 


acggcagata 


aatcggccgg 


aaatgctata 


gcccttcata 


gcccgctatg 


agagtcgcaa 


2040 


aaggcttgtc 


agtcaggtcg 


gtcgagfcggc 


tctcacgaag 


agcgtcaact 


tcgcgcgaca 


2100 


gccgcctttc 


agggcaagat 


agatcctccc 


atcatcccct 


actgcgctca 


gcgccggtac 


2160 


cgaacaattg 


acttaccgac 


atcctccggg 


acgcgcaaat 


gctgttcgac 


ggaacgtaat 


2220 


cctcttcgtc 


ccgcctcttt 


tcgctctcac 


gcattccgtg 


tggttcgcgc 


gacggccgct 


2280 


catcaggacc 


agaccagtct 


caatgtctgg 


taccggcaca 


atggtgacac 


tgcggcaact 


o *a a c\ 
£ J 4 0 


gagtaggtct 


ggtcactctg 


gtgcaccgtc 


gcttacgctg 


accttcggga 


tactgtcctg 


2400 


cagacatctg 


gagcgcctgt 


ctttccccta 


gtataaatga 


tgtctgtccg 


caggtccttg 


2460 


aagaccgctc 


gagtcccact 


tgagttttag 


gtaggacctg 


tccaccaaac 


ccctctttct 


2520 


gatcatg 












2527 



<210> 4 
<211> 643 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Sequence promotrice du vecteur pEGT 
<400> 4 

cgaccgagcg cgcgccaccc agcctatccc gcgcgggt'cg ggacccaaaa taagcgggcc 60 
ccgccgcgcc ccgtcgggcg agcgggtgta tctacgaacg gaactgggag gcgactcgga 120 
agagtttggt tagaaagggg aacaccatcg cggacggccc agtgctctgg dcagctgagc 18 0 
gtgcattgtg ttcaattctg acctgtggca tgtaaggaac gtgctcggga tcggagggtg 240 
gcgcgagagc ctcttcggtg tgagattagt aactgtactg cgaagccgcg gaggggttag 3 00 
gatgagaggt agacagggtc gcagcccagg tgcgagaagg actgcgaagg actgttcttc 360 
gaccgcgcac ctgcaattgc gcgcatggat agaatagagc gtcgccctcg agggggactc 42 0 
gaccagggct ggtggtggcg cccgacggga ctggctgggc atttgcagat ggcgcgcagt 4.80 
ccaggccgcc gccgatgtgt tcatcccgtt ttgtcagtat cgatcggatc tttcgggcgt 54 0 
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gggtataaaa gcgcgccgcc cgccgtctcc ctctttctcc agcactccca tccagagcac 600 
ttccctctcc catcgcatcc catcacacaa taatgcccat cac 643 

<210> 5 
<211> 1033 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<22 3> Sequence promotrice du vecteur pESC 
<400> 5 

agcttctccg gccccgaatc gaacggcagg atgtgtgggc gtgtccaata ttgccatgaa 60 

aatctgtcag aagtgagccc tctcgtcacc ctgtacagct tcgctgagtt gaaaagcagg 12 0 

gttcatcttg ggctcactga tgcactgagc tcgaccggag aactaaatga ccagccggag 18 0 

tgttcactaa cttaacgccg ggtattcagg gcagcttctc tatgttgcgc ctacgacgta 24 0 

gatcaccgcc catgaacggg ggaaacgggg aggggtgcgt ttggtacgtc tttacgtctg 300 

gctatgttgt attgaccagc gtctgcagaa gatgggcacg acgatgcgcc gagccggcca 360 

gtgtcgtcgg atgtccactg ttgaggccat ccttttgcta gacagacgga agagctttgg 42 0 

aggtgcgatt cctctacgaa tgggaagggg cttagatgga gagtgacacg tctgagctcc 4 80 

ccaacacgcc ttcgccgagg gtgcgtctcc gcggacattc acctcagttc attgttctga 54 0 

cctgcctaat tgtatagacc ggccaacaac cttgctgacg cccatcataa cagtgccctg 60 0 

cacagagcct tcccactcag tcggcgcctc cctcaatcaa tcccactaac tcgccggctc 660 

tgccccttcg ccgctcgaca cgtcgcttgg aagagcccgg gcacgggcgt ccgctccccc 720 

cttccctccg cgtcgtcatg cacgcagcgt taatgttgct gcaggcgagc cgtaagtata 780 

ttcaaaggcg tagcgaatga atagcaggcg cgcggggacc tggcacgcgc ggcatgaaca 84 0 

tgcagacttg ggtgacgata acttgaactc agacgcggcg aatgaatatc caaacgcgcg 900 

ggaagaaaat aatttacggg agcctcccca ggtataaaag cccctcaccc gctcactctt 960 

tctccagtcg aacaccccag ttcaactacc cagcccttcc ttccttcgct atccttcytt 1020 

acaacctgct cgc 1033 

<210> 6 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Amorce PCR 

<400> 6 

caytggcayg grttcttcc 19 



<210> 7 
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<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Amorce PCR 
<400> 7 

gagrtggaag tcratgtgrc 2 0 

<210> 8 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Amorce PCR 

<400> 8 

ggataactac tggatccgcg 20 

<210> 9 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Amorce PCR 

<400> 9 

cgcagtattg cgtggagag 19 



<210> 10 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Amorce PCR 

<400> 10 

gacatctgga gcgcctgtc 19 



<210> 


11 


<211> 


27 


<212> 


ADN 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Amorce PCR 


<400> 


11 



atcgaaggtt ccgatgactg acatgac 27 



<210> 12 

<:211> 5122 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 



V * 
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<223> Sequence du vecteur pEGT 






<400> 12 
catgggatat 


cgcatgcctg 


cagagctcta 


gagtcgacgg gcccggtacc gcggccgcct 


60 


taagacgcgt 


ggatccgcag 


gtgaacgcgc 


ctatcggtgg gatattcggg cgacgggagc 


120 


ctcggcaatc 


tgagcctcgt 


tactgcctag 


caaattcgga atcccttcga tgtcataggg 


180 


tcgcggacaa 


gtgatcgtct 


tgctacatac 


tccaaggtgt tgactcattc cctcgataat 


240 


gaacattgtt 


gttgttgttt 


gttctctatc 


cgctcagtca cgcgacccca cacgtgcatg 


300 


gttgaacttc 


gccacgcaac 


aaccgcatga 


cgacatggcg aacctaagta aaggctgagt 


360 


cgtggactaa 


agcactccac 


tttacggcga ggatgccagt ctacgtcatg aatgaagcct 


420 


caggtcccga 


agtaaggggg 


tacaaaagga gggtgaaagg tggacgtttt cttaccatcc 


480 


ttccacctcc 


cagaccacca 


tgccgggaat 


tcccagcttg ctcaaaaagg ttctgcccgt 


540 


acgcccgcga 


aattccttcg 


aggtggcccc 


tatcgcatac atgcacgact tcaaaacatc 


600 


cattctatca 


ttttgggatc 


gtacaattat 


tagacatgtt gtacaacgtt acattccttt 


660 


cttcttttac 


tctccggccc 


agtctatgta 


gaggtaaagt acaagcgtcc aaaggatcag 


720 


gcacttagag 


cgcgccgtct 


tgcttcgccg 


cttagagcgc gccgtcctgc ttcgccgcgt 


780 


agacgagcag 


gtcgcagaca 


cggcgggagt 


agccccactc gttgtcgtac caggcaatga 


840 


gcttcacgaa 


gctcttgctg 


atcgcgatgc 


cggggatcga tccacgcgtc ttaaggcggc 


900 


cgcggtaccc 


cctcggaccc 


gtcgggccgc 


gtcggaccgg cggtgttggt cggcgtcggt 


960 


cagtcctgct 


cctcggccac 


gaagtgcacg 


cagttgccgg ccgggtcgcg cagggcgaac 


1020 


tcccgccccc 


acggctgctc 


gccgatctcg 


gtcatggccg gcccggaggc gtcccggaag 


1080 


ttcgtggaca 


cgacctccga 


ccactcggcg 


tacagctcgt ccaggccgcg cacccacacc 


1140 


caggccaggg 


tgttgtccgg 


caccacctgg 


tcctggaccg cgctgatgaa cagggtcacg 


1200 


tcgtcccgga 


ccacaccggc 


gaagtcgtcc 


tccacgaagt cccgggagaa cccgagccgg 


1260 


tcggtccaga 


actcgaccgc 


tccggcgacg 


tcgcgcgcgg tgagcaccgg aacggcactg 


1320 


gtcaacttgg 


ccatgcatgg 


tgatgggcat 


tatgtgtgat gggatgcgat gggagaggga 


1380 


agtgctctgg 


atgggagtgc 


tggagaaaga 


gggagacggc gggcggcgcg ccttttatac 


1440 


ccacgcccga 


aagatccgat 


cgatactgac 


aaaacgggat gaacacatcg gcggcggcct 


1500 


ggactgcgcg ccatctgcaa 


atgcccagcc 


agtcccgtcg ggcgccacca ccagccctgg 


15 6 0 


tcgagtcccc 


ctcgagggcg 


acgctctatt 


ctatccatgc gcgcaattgc aggtgcgcgg 


1620 


tcgaagaaca gtccttcgca gtccttctcg cacctgggct gcgaccctgt ctacctctca 


1680 


tcctaacccc 


tccgcggctt 


cgcagtacag 


ttactaatct cacaccgaag aggctctcgc 


1740 


gccaccctcc 


gatcccgagc 


acgttcctta 


catgccacag cgtcagaatt gaacacaatg 


18 0 0 


cacgtcarat 


cagatccccg 


ggaattcgta 


atcatggtca tagctgtttc ctgtgtgaaa 


1860 
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ttgttatccg 


ctcacaattc 


cacacaacat 


acgagccgga 


agcataaagt 


gtaaagcctg 


1920 


gggtgcctaa 


tgagtgagct 


aactcacatt 


aattgcgttg 


cgctcactgc 


ccgctttcca 


1980 


gtcgggaaac 


ctgtcgtgcc 


agctgcatta 


atgaatcggc 


caacgcgcgg 


ggagaggcgg 


2040 


tttgcgtatt 


gggcgctctt 


ccgcttcctc 


gctcactgac 


tcgctgcgct 


cggtcgttcg 


2100 


gctgcggcga 


gcggtatcag 


ctcactcaaa 


ggcggtaata 


cggttatcca 


cagaatcagg 


2160 


ggataacgca 


ggaaagaaca 


tgtgagcaaa 


aggccagcaa 


aaggccagga 


accgtaaaaa 


2220 


ggccgcgttg 


ctggcgtttt 


tccataggct 


ccgcccccct 


gacgagcatc 


acaaaaatcg 


2280 


acgctcaagt 


cagaggtggc 


gaaacccgac 


aggactataa 


agataccagg 


cgtttccccc 


2340 


tggaagctcc 


ctcgtgcgct 


ctcctgttcc 


gaccctgccg 


cttaccggat 


acctgtccgc 


2400 


ctttctccct 


tcgggaagcg 


tggcgctttc 


tcatagctca 


cgctgfcaggt 


atctcagttc 


2460 


ggtgtaggtc 


gttcgctcca 


agctgggctg 


tgtgcacgaa 


ccccccgttc 


agcccgaccg 


2520 


ctgcgcctta 


tccggtaact 


atcgtcttga 


gtccaacccg gtaagacacg acttatcgcc 


2580 


actggcagca 


gccactggta 


acaggattag 


cagagcgagg 


tatgtaggcg 


gtgctacaga 


2640 


gttcttgaag 


tggtggccta 


actacggcta 


cactagaagg 


acagtatttg gtatctgcgc 


2700 


tctgctgaag 


ccagttacct 


tcggaaaaag 


agttggtagc 


tcttgatccg gcaaacaaac 


2760 


caccgctggt 


agcggtggtt 


tttttgtttg 


caagcagcag 


attacgcgca 


gaaaaaaagg 


2820 


atctcaagaa 


gatcctttga 


tcttttctac 


ggggtctgac 


gctcagtgga 


acgaaaactc 


2880 


acgttaaggg 


attttggtca 


tgagattatc 


aaaaaggatc 


ttcacctaga 


tccttttaaa 


2940 


ttaaaaatga 


agttttaaat 


caatctaaag 


tatatatgag 


taaacttggt 


ctgacagtta 


3000 


ccaatgctta 


atcagtgagg 


cacctatctc 


agcgatctgt 


ctatttcgtt 


catccatagt 


3060 


tgcctgactc 


cccgtcgtgt 


agataactac 


gatacgggag 


ggcttaccat 


ctggccccag 


312 0 


tgctgcaatg 


ataccgcgag 


acccacgctc 


accggctcca 


gatttatcag 


caataaacca 


3180 


gccagccgga 


agggccgagc 


gcagaagtgg 


tcctgcaact 


ttatccgcct 


ccatccagtc 


3240 


tattaattgt 


tgccgggaag 


ctagagtaag 


tagttcgcca 


gttaatagtt 


tgcgcaacgt 


3300 


tgttgccatt 


gctacaggca 


tcgtggtgtc 


acgctcgtcg 


tttggtatgg 


cttcattcag 


3360 


ctccggttcc 


caacgatcaa 


ggcgagttac 


atgatccccc 


atgttgtgca 


aaaaagcggt 


3420 


tagctccttc 


ggtcctccga 


tcgttgtcag 


aagtaagttg 


gccgcagtgt 


tatcactcat 


3480 


ggttatggca 


gcactgcata 


attctcttac 


tgtcatgcca 


tccgtaagat 


gcttttctgt 


3540 


gactggtgag 


tactcaacca 


agtcattctg 


agaatagtgt 


atgcggcgac 


cgagttgctc 


3600 


ttgcccggcg 


tcaatacggg 


ataataccgc 


gccacatagc 


agaactttaa 


aagtgctcat 


3660 


cattggaaaa 


cgttcttcgg 


ggcgaaaact 


ctcaaggatc 


ttaccgctgt tgagatccag 


3720 


ttcgatgtaa 


cccactcgtg 


cacccaactg 


atcttcagca 


tcttttactt 


tcaccagcgt 


3780 


ttctgggtga 


gcaaaaacag 


gaaggcaaaa 


tgccgcaaaa 


aagggaataa gggcgacacg 


3840 
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gaaatgttga 


atactcatac 


tcttcctttt 


tcaatattat tgaagcattt 


atcagggtta 


3900 


ttgtctcatg 


agcggataca 


tatttgaatg 


tatttagaaa aataaacaaa 


taggggttcc 


3960 


gcgcacattt 


ccccgaaaag 


tgccacctga 


cgtctaagaa accattatta 


tcatgacatt 


4O20 


aacctataaa 


aataggcgta 


tcacgaggcc 


ctttcgtctc gcgcgtttcg 


gtgatgacgg 


4O80 


tgaaaacctc 


tgacacatgc 


agctcccgga gacggtcaca gcttgtctgt 


aagcggatgc 


43.40 


cgggagcaga 


caagcccgtc 


agggcgcgtc 


agcgggtgtt ggccjggtgtc 


ggggctggct 


4200 


taactatgcg 


gcatcagagc 


agattgtact 


gagagtgcac catatgcggt 


gtgaaatacc 


4260 


gcacagatgc 


gtaaggagaa 


aataccgcat 


caggcgccat tcgccattca 


ggctgcgcaa 


4320 


ctgttgggaa 


gggcgatcgg 


tgcgggcctc 


ttcgctatta cgccagctgg 


cgaaaggggg 


4380 


atgtgctgca 


aggcgattaa 


gttgggtaac 


gccagggttt tcccagtcac 


gacgttgtaa 


4440 


aacgacggcc 


agtgccaagc 


ttgcatgcct 


gcaggtcgac gaccgagcgc 


gcgccaccca 


4500 


gcctatcccg 


cgcgggtcgg gacccaaaat 


aagcgggccc cgccgcgccc 


cgtcgggcga 


4560 


gcgggtgtat 


ctacgaacgg 


aactgggagg 


cgactcggaa gagtttggtt 


agaaagggga 


4620 


acaccatcgc ggacggccca gtgctctggd cagctgagcg tgcattgtgt 


tcaattctga 


4680 


cctgtggcat 


gtaaggaacg 


tgctcgggat 


cggagggtgg cgcgagagcc 


tcttcggtgt 


4740 


gagattagta 


actgtactgc 


gaagccgcgg 


aggggttagg atgagaggta 


gacagggtcg 


4800 


cagcccaggt 


gcgagaagga 


ctgcgaagga 


ctgttcttcg accgcgcacc 


tgcaattgcg 


4860 


cgcatggata 


gaatagagcg 


tcgccctcga 


gggggactcg accagggctg 


gtggtggcgc 


4920 


ccgacgggac 


tggctgggca 


tttgcagatg 


gcgcgcagtc caggccgccg 


ccgatgtgtt 


4980 


catcccgttt 


tgtcagtatc 


gatcggatct 


ttcgggcgtg ggtataaaag 


cgcgccgccc 


5040 


gccgtctccc 


tctttctcca 


gcactcccat 


ccagagcact tccctctccc 


atcgcatccc 


5100 


atcacacaat 


aatgcccatc 


ac 






5122 



<210> 13 
<211> 5490 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Sequence du vecteur pESC 
<400> 13 

agcttctccg gccccgaatc gaacggcagg atgtgtgggc gtgtccaata ttgccatgaa 60 
aatctgtcag aagtgagccc tctcgtcacc ctgtacagct tcgctgagtt gaaaagcagg 12 0 
gttcatcttg ggctcactga tgcactgagc tcgaccggag aactaaatga ccagccggag 180 
tgttcactaa cttaacgccg ggtattcagg gcagcttctc tatgttgcgc ctacgacgta 240 
gatcaccgcc catgaacggg ggaaacgggg aggggtgcgt ttggtacgtc .tttacgtctg 3 00 
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gctatgttgt 


attgaccagc 


gtctgcagaa 


- 12 - 
gatgggcacg acgatgcgcc 


gagccggcca 


360 


gtgtcgtcgg 


atgtccactg 


ttgaggecat 


ecttttgeta gaeagaegga 


agagctttgg 


420 


aggtgcgatt 


cctctacgaa 


tgggaagggg 


cttagatgga gagtgacacg tctgagctcc 


480 


ccaacacgcc 


ttcgccgagg gtgcgtctcc 


geggacatte acctcagttc 




540 


cctgcctaat 


tgtatagacc 


ggccaacaac 


ettgetgacg cccatcataa 


cagtgccctg 


600 


cacagagcct 


tcccactcag 


t cggcgcctc 


cctcaatcaa tcccactaac 


s**r r-* i 4— /"-i 

tcyccggcLC 


660 


tgccccttcg 


ccgctcgaca 


cgtcgcttgg 


aagagecegg geaegggegt 


ccgctccccc 


720 


cttccctccg 


cgtcgtcatg 


cacgcagcgt 


taatgttgct geaggegage 


cgcaaguaua 


780 


ttcaaaggcg 


tagcgaatga 


atagcaggcg 


cgcggggacc tggcacgcgc 


ggcatzgaaca 


840 


tgcagacttg 


ggtgacgata 


aefctgaaetc 


agacgeggeg aatgaatatc 


caaacgcgcg 


900 


ggaagaaaat 


aatttacggg 


agcctcccca 


ggtataaaag cccctcaccc 


gctcactctt 


960- 


tctccagtcg 


aacaccccag 


ttcaactacc 


cagcccttcc ttccttcgct 


atccttcytt 


1020 


acaacctgct 


cgccatggga 


tategcatge 


ctgeagaget ctagagtcga 


cgggcccggt 


1080 


accgcggccg 


ccttaagacg 


cgtggatccg 


caggtgaacg cgcctatcgg 


tgggatattc 


1140 


gggcgacggg 


agcctcggca 


atetgagect 


cgttactgcc tagcaaattc 


ggaatccctt 


1200 


cgatgtcata 


gggtcgcgga 


caagtgatcg 


tettgetaca tactccaagg 


tgttgactca 


1260 


ttccctcgat 


aatgaacatt 


gttgttgttg 


tttgttctct atccgctcag 


tcacgcgacc 


1320 


ccacacgtgc 


atggttgaac 


ttcgccacgc 


aacaaccgca tgacgacatg gcgaacctaa 


1380 


gtaaaggctg 


agtcgtggac 


taaagcactc 


cactttaegg egaggatgee 


agtctacgtc 


1440 


atgaatgaag 


cctcaggtcc 


cgaagtaagg 


gggtacaaaa ggagggtgaa 


aggtggacgt 


1500 


tttcttacca 


tccttccacc 


tcccagacca 


ccatgccggg aattcccagc 


ttgctcaaaa 


1560 


aggttctgcc 


cgtacgcccg 


cgaaattcct 


tcgaggtggc ccctatcgca 


tacatgeacg 


1620 


acttcaaaac 


atccatt eta 


tcafcfcttggg 


ategtacaat tattagacat gttgtacaac 


1680 


gttacattcc 


tttcttcttt 


tactctccgg 


cccagtctat gtagaggtaa agtacaagcg 


1740 


tccaaaggat 


caggcactta 


gagcgcgccg 


tettgetteg cegcttagag cgcgccgtcc 


1800 


tgcttcgccg 


cgtagacgag 


caggtegcag 


acaeggeggg agtagcccca 


ctcgttgtcg 


1860 


taccaggcaa 


tgagcttcac 


gaagctcttg 


ctgatcgega tgeeggggat 


cgatccacgc 


1920 


gtcttaaggc 


ggccgcggta 


ccccctcgga 


cccgtcgggc cgcgtcggac 


cggcggtgtt 


198 0 




ggtcagtcct 


gctcctcggc 


cacgaagtgc acgcagttgc 


cggccgggtc 


2040 


gcgcagggcg 


aactcccgcc 


cccacggctg 


ctcgccgatc teggtcatgg 


ccggcccgga 


2100 


ggcgtcccgg 


aagttcgtgg 


acacgacctc 


cgaccactcg gegtacaget 


cgtccaggcc 


2160 


gcgcacccac 


acccaggcca gggtgttgtc 


cggcaccacc tggtcctgga 


ccgcgctgat 


2220 


gaacagggtc 


acgtcgtccc 


ggaccacacc 


ggegaagteg tcctccacga 


agtcccggga 


2280 
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gaacccgagc 


cggtcggtcc 


agaactcgac 


cgctccggcg 


acgtcgcgcg 


cggtgagcac 


2340 


cggaacggca 


ctggtcaact 


tggccatgca 


tggtgatggg 


cattatgtgt 


gatgggatgc 


2400 


gatgggagag 


ggaagtgctc 


tggatgggag 


tgctggagaa 


agagggagac 


ggcgggcggc 


2460 


gcgcctttta tacccacgcc 


cgaaagatcc 


gatcgatact 


gacaaaacgg 


gatgaacaca 


2520 


tcggcggcgg 


cctggactgc 


gcgccatctg 


caaatgccca 


gccagtcccg 


tcgggcgcca 


2580 


ccaccagccc 


tggtcgagtc 


cccctcgagg 


gcgacgctct 


attctatcca 


tgcgcgcaat 


2640 


tgcaggtgcg 


cggtcgaaga 


acagtccttc 


gcagtccttc 


tcgcacctgg 


gctgcgaccc 


2700 


tgtctacctc 


tcatcctaac 


ccctccgcgg 


cttcgcagta 


cagttactaa 


tctcacaccg 


2760 


aagaggctct 


cgcgccaccc 


tccgatcccg 


agcacgttcc 


ttacatgcca 


cagcgtcaga 


2820 


attgaacaca 


atgcacgtca 


ratcagatcc 


ccgggaattc 


gtaatcatgg 


tcatagctgt 


2880 


ttcctgtgtg 


aaattgttat 


ccgctcacaa 


ttccacacaa 


catacgagcc 


ggaagcataa 


2940 


agtgtaaagc 


ctggggtgcc 


taatgagtga 


gctaactcac 


attaattgcg 


ttgcgctcac 


3O00 


tgcccgcttt 


ccagtcggga 


aacctgtcgt 


gccagctgca 


ttaatgaatc 


ggccaacgcg 


3060 


cggggagagg 


cggtttgcgt 


attgggcgct 


cttccgcttc 


ctcgctcact 


gactcgctgc 


3120 


gctcggtcgt 


tcggctgcgg 


cgagcggtat 


cagctcactc 


aaaggcggta 


atacggttat 


3180 


ccacagaatc 


aggggataac 


gcaggaaaga 


acatgtgagc 


aaaaggccag 


caaaaggcca 


3240 


ggaaccgtaa 


aaaggccgcg 


ttgctggcgt 


ttttccatag gctccgcccc 


cctgacgagc 


3300 


atcacaaaaa 


tcgacgctca 


agtcagaggt 


ggcgaaaccc 


gacaggacta 


taaagatacc 


3360 


aggcgtttcc 


ccctggaagc 


tccctcgtgc 


gctctcctgt 


tccgaccctg 


ccgcttaccg 


3420 


gatacctgtc 


cgcctttctc 


ccttcgggaa 


gcgtggcgct 


ttctcatagc 


tcacgctgta 


3480 


ggtatctcag 


ttcggtgtag 


gtcgttcgct 


ccaagctggg 


ctgtgtgcac 


gaaccccccg 


3540 


ttcagcccga 


ccgctgcgcc 


ttatccggta 


actatcgtct 


tgagtccaac 


ccggtaagac 


3600 


acgacttatc 


gccactggca 


gcagccactg 


gtaacaggat 


tagcagagcg 


aggtatgtag 


3660 


gcggtgctac 


agagttcttg 


aagtggtggc 


ctaactacgg 


ctacactaga 


aggacagtat 


3720 


ttggtatctg 


cgctctgctg 


aagccagtta 


ccttcggaaa 


aagagttggt 


agctcttgat 


3780 


ccggcaaaca 


aaccaccgct 


ggtagcggtg 


gtttttttgt 


ttgcaagcag 


cagattacgc 


3 840 


gcagaaaaaa 


aggatctcaa 


gaagatcctt 


tgatcttttc 


tacggggtct 


gacgctcagt 


3900 


ggaacgaaaa ctcacgttaa gggattttgg tcatgagatt atcaaaaagg 


atcttcacct 


3960 


agatcctttt 


aaattaaaaa 


tgaagtttta 


aatcaatcta 


aagtatatat 


gagtaaactt 


4020 


ggtctgacag 


ttaccaatgc 


ttaatcagtg 


aggcacctat ctcagcgatc tgtctatttc 


4080 


gttcatccat 


agttgcctga 


ctccccgtcg 


tgtagataac 


tacgatacgg 


gagggcttac 


4140 


catctggccc 


cagtgctgca 


atgataccgc 


gagacccacg 


ctcaccggct 


ccagatttat 


4200 
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cagcaataaa 


ccagccagcc 


ggaagggccg 


agcgcagaag 


tggtcctgca 


actttatccg 


4260 


cctccatcca 


gtctattaat 


tgttgccggg 


aagctagagt 


aagtagttcg 


ccagttaata 


4320 


gtttgcgcaa 


cgttgttgcc 


attgctacag 


gcatcgtggt 


gtcacgctcg 


tcgtttggta 


4380 


tggcttcatt 


cagctccggt 


tcccaacgat 


caaggcgagt 


tacatgatcc 


cccatgttgt 


4440 


gcaaaaaagc 


ggttagctcc 


ttcggtcctc 


cgatcgttgt 


cagaagtaag 


ttggccgcag 


4500 


tgttatcact 


catggttatg 


gcagcactgc 


ataattctct 


tactgtcatg 


ccatccgtaa 


4560 


gatgcttttc 


tgtgactggt 


gagtactcaa 


ccaagtcatt 


ctgagaatag 


tgtatgcggc 


4620 


gaccgagttg 


ctcttgcccg 


gcgtcaatac 


gggataatac 


cgcgccacat 


agcagaactt 


4680 


taaaagtgct 


catcattgga 


aaacgttctt 


cggggcgaaa 


actctcaagg 


atcttaccgc 


4740 


tgttgagatc 


cagttcgatg 


taacccactc 


gtgcacccaa 


ctgatcttca 


gcatctttta 


4800 


ctttcaccag 


cgtttctggg 


tgagcaaaaa 


caggaaggca 


aaatgccgca 


aaaaagggaa 


4860 


taagggcgac 


acggaaatgt 


tgaatactca 


tactcttcct 


ttttcaatat 


tattgaagca 


4920 


tttatcaggg 


ttattgtctc 


atgagcggat 


acatatttga 


atgtatttag 


aaaaataaac 


4980 


aaataggggt 


tccgcgcaca 


tttccccgaa 


aagtgccacc 


tgacgtctaa 


gaaaccatta 


5040 


ttatcatgac 


attaacctat 


aaaaataggc 


gtatcacgag gccctttcgt 


ctcgcgcgtt 


5100 


tcggtgatga 


cggtgaaaac 


ctctgacaca 


tgcagctccc 


ggagacggtc 


acagcttgtc 


5160 


tgtaagcgga 


tgccgggagc 


agacaagccc 


gtcagggcgc 


gtcagcgggt 


gttggcgggt 


5220 


gtcggggctg 


gcttaactat 


gcggcatcag 


agcagattgt 


actgagagtg 


caccatatgc 


5280 


ggtgtgaaat 


accgcacaga 


tgcgtaagga 


gaaaataccg 


catcaggcgc 


cattcgccat 


5340 


tcaggctgcg 


caactgttgg 


gaagggcgat 


cggtgcgggc 


ctcttcgcta 


ttacgccagc 


5400 


tggcgaaagg 


gggatgtgct 


gcaaggcgat 


taagttgggt 


aacgccaggg 


ttttcccagt 


5460 


cacgacgttg 


taaaacgacg 


gccagtgcca 








5490 



<210> 14 
<211> 6983 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Sequence du vecteur pELP 
<400> 14 

catgggatat cgcatgcctg cagagctcta gagtcgacgg gcccggtacc gcggccgcct 60 
taagacgcgt ggatccgcag gtgaacgcgc ctatcggtgg gatattcggg cgacgggagc 12 0 
ctcggcaatc tgagcctcgt tactgcctag caaattcgga atcccttcga tgtcataggg 180 
tcgcggacaa gtgatcgtct tgctacatac tccaaggtgt tgactcattc cctcgataat 240 
gaacattgtt gttgttgttt gttctctatc cgctcagtca cgcgacccca cacgtgcatg 3 00 
gttgaacttc gccacgcaac aaccgcatga cgacatggcg aacctaagta aaggctgagt 3 60 
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cgtggactaa 


agcactccac 


tttacggcga 


ggatgccagt 


ctacgtcatg 


aatgaagcct 


420 


caggtcccga 


agtaaggggg 


tacaaaagga 


gggtgaaagg 


tggacgtttt 


cttaccatcc 


480 


ttccacctcc 


cagaccacca 


tgccgggaat 


tcccagcttg 


ctcaaaaagg 


ttctgcccgt 


540 


acgcccgcga 


aattccttcg 


aggtggcccc 


tatcgcatac 


atgcacgact 


tcaaaacatc 


600 


cattctatca 


ttttgggatc 


gtacaattat 


tagacatgtt 


gtacaacgtt 


acattccttt 


660 


cttcttttac 


tctccggccc 


agtctatgta 


gaggtaaagt 


acaagcgtcc 


aaaggatcag 


720 


gcacttagag 


cgcgccgtct 


tgcttcgccg 


cttagagcgc 


gccgtcctgc 


ttcgccgcgt 


780 


agacgagcag 


gtcgcagaca 


cggcgggagt 


agccccactc 


gttgtcgtac 


caggcaatga 


840 


gcttcacgaa 


gctcttgctg 


atcgcgatgc 


cggggatcga 


tccacgcgtc 


ttaaggcggc 


900 


cgcggtaccc 


cctcggaccc 


gtcgggccgc 


gtcggaccgg 


cggtgttggt 


cggcgtcggt 


960 


cagtcctgct 


cctcggccac 


gaagtgcacg 


cagttgccgg 


ccgggtcgcg 


cagggcgaac 


1020 


tcccgccccc 


acggctgctc 


gccgatctcg 


gtcatggccg 


gcccggaggc 


gtcccggaag 


1080 


ttcgtggaca 


cgacctccga 


ccactcggcg 


tacagctcgt 


ccaggccgcg 


cacccacacc 


1140 


caggccaggg 


tgttgtccgg 


caccacctgg 


tcctggaccg 


cgctgatgaa 


cagggtcacg 


1200 


tcgtcccgga 


ccacaccggc 


gaagtcgtcc 


tccacgaagt 


cccgggagaa 


cccgagccgg 


1260 


tcggtccaga 


actcgaccgc 


tccggcgacg 


tcgcgcgcgg 


tgagcaccgg 


aacggcactg 


1320 


gtcaacttgg 


ccatgcatgg 


tgatgggcat 


tatgtgtgat 


gggatgcgat 


gggagaggga 


1380 


agtgctctgg 


atgggagtgc 


tggagaaaga 


gggagacggc 


gggcggcgcg 


ccttttatac 


1440 


ccacgcccga 


aagatccgat 


cgatactgac 


aaaacgggat 


gaacacatcg 


gcggcggcct 


1500 


ggactgcgcg 


ccatctgcaa 


atgcccagcc 


agtcccgtcg 


ggcgccacca 


ccagccctgg 


1560 


tcgagtcccc 


ctcgagggcg 


acgctctatt 


ctatccatgc 


gcgcaattgc 


aggtgcgcgg 


1620 


tcgaagaaca 


gtccttcgca 


gtccttctcg 


cacctgggct 


gcgaccctgt 


ctacctctca 


1680 


tcctaacccc 


tccgcggctt 


cgcagtacag 


ttactaatct 


cacaccgaag 


aggctctcgc 


1740 


gccaccctcc 


gatcccgagc 


acgttcctta 


catgccacag 


cgtcagaatt 


gaacacaatg 


1800 


cacgtcarat 


cagatccccg 


ggaattcgta 


atcatggtca 


tagctgtttc 


ctgtgtgaaa 


1860 


ttgttatccg 


ctcacaattc 


cacacaacat 


acgagccgga 


agcataaagt 


gtaaagcctg 


1920 


gggtgcctaa 


tgagtgagct 


aactcacatt 


aattgcgttg 


cgctcactgc 


ccgctttcca 


1980 


gtcgggaaac 


ctgtcgtgcc 


agctgcatta 


atgaatcggc 


caacgcgcgg 


ggagaggcgg 


2040 


tttgcgtatt 


gggcgctctt 


ccgcttcctc 


gctcactgac 


tcgctgcgct 


cggtcgttcg 


2100 


gctgcggcga 


gcggtatcag 


ctcactcaaa 


ggcggtaata 


cggttatcca 


cagaatcagg 


2160 


ggataacgca 


ggaaagaaca 


tgtgagcaaa 


aggccagcaa 


aaggccagga 


accgtaaaaa 


2220 


ggccgcgttg 


ctggcgtttt 


tccataggct 


ccgcccccct 


gacgagcatc 


acaaaaatcg 


2280 
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aggactataa agataccagg 


cgtttccccc 


2340 


tggaagctcc 


ctcgtgcgct 


ctcctgttcc 


gaccctgccg cttaccggat 


acctgtccgc 


2400 


ctttctccct 


tcgggaagcg 


tggcgctttc 


tcatagctca cgctgtaggt 


atctcagttc 


2460 


ggtgtaggtc 


gttcgctcca 


agctgggctg tgtgcacgaa ccccccgttc 


agcccgaccg 


2520 


ctgcgcctta 


tccggtaact 




<t4~ c*r* a a r*r* n rr+'aaffrarapn 
y tccaaCwwy y uaayowa^y 


acttatcgcc 


2580 


actggcagca 


gccactggta 


d a. a. l. u.cLvj 


nananprrann hat* rr1~ agppg 
i*ciy cty cy «.yy tauyuayyuy 


gtgctacaga 


2640 


gttcttgaag 


tggtggccta 


civ- l. cl t» y y u. i— a. 


r"art*ana arrrt a r> a rTt~ a t~ t" t" O 
LaU Lay actyy dUay uaL. l. uy 


gtatctgcgc 


2700 


tctgctgaag 


ccagttacct 


uv^yyctcicictcty 


aprt*+TTrrf*anr" t* r«i~ t*<ra. t" rrrs 


gcaaacaaac 


2760 


caccgctggt 


agcggtggtt 


t ULUty ULUy 


CaayCagCay otLaCgcyUa 


gaaaaaaagg 


2820. 


atctcaagaa 


gatcctttga 




ggggi-Cugac gcucagtyya 


acgaaaactc 


2880 


acgttaaggg 


attttggtca 




a a a a a r"»r"ra f*4"Pa ppI" arra 
aclclclcly y auc uuCaCLLaya. 


tccttttaaa 


2940 


ttaaaaatga 


agttttaaat 


caatctaaag 


tatatatgag taaacttggt 


ctgacagtta 


3000 


ccaatgctta 


atcagtgagg 


cacctatctc 


agcgatctgt ctatttcgtt 


catccatagt 


3060 


tgcctgactc 


cccgtcgtgt 


agataactac 


gatacgggag ggcttaccat 


ctggccccag 


3120 


tgctgcaatg 


ataccgcgag 


acccacgctc 


accggctcca gatttatcag 


caataaacca 


3180 


gccagccgga 


agggccgagc 


gcagaagtgg 


tcctgcaact ttatccgcct 


ccatccagtc 


3240 


tattaattgt 


tgccgggaag 


ctagagtaag 


tagttcgcca gttaatagtt 


tgcgcaacgt 


3300 


tgttgccatt 


gctacaggca 


tcgtggtgtc 


acgctcgtcg tttggtatgg 


cttcattcag 


3360 


ctccggttcc 


caacgatcaa 


ggcgagttac 


atgatccccc atgttgtgca 


aaaaagcggt 


3420 


tagctccttc 


ggtcctccga 


tcgttgtcag aagtaagttg gccgcagtgt 


tatcactcat 


3480 


ggttatggca 


gcactgcata 


attctcttac 


tgtcatgcca tccgtaagat 


gcttttctgt 


3540 


gactggtgag 


tactcaacca 


agtcattctg 


agaatagtgt atgcggcgac 


cgagttgctc 


3600 


ttgcccggcg 


tcaatacggg 


ataataccgc 


gccacatagc agaactttaa 


aagtgctcat 


3660 


cattggaaaa 


cgttcttcgg 


ggcgaaaact 


ctcaaggatc ttaccgctgt 


tgagatccag 


3720 


ttcgatgtaa 


cccactcgtg 


cacccaactg 


atcttcagca tcttttactt 


tcaccagcgt 


3780 


ttctgggtga 


gcaaaaacag 


gaaggcaaaa 


tgccgcaaaa aagggaataa 


gggcgacacg 


3840 


gaaatgttga 


atactcatac 


tcttcctttt 


tcaatattat tgaagcattt 


atcagggtta 


3900 


ttgtctcatg 


agcggataca 


tatttgaatg 


tatttagaaa aataaacaaa 


taggggttcc 


3960 


gcgcacattt 


ccccgaaaag 


tgccacctga 


cgtctaagaa accattatta 


tcatgacatt 


4020 


aacctataaa 


aataggcgta 


tcacgaggcc 


ctttcgtctc gcgcgtttcg 


gtgatgacgg 


4080 


tgaaaacctc 


tgacacatgc 


agctcccgga 


gacggtcaca gcttgtctgt 


aagcggatgc 


4140 


cgggagcaga 


caagcccgtc 


agggcgcgtc 


agcgggtgtt ggcgggtgtc 


ggggctggct 


4200 


taactatgcg 


gcatcagagc 


agattgtact gagagtgcac catatgcggt gtgaaatacc 


4260 
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gcacagatgc 


gtaaggagaa 


aataccgcat 


caggcgccat 


tcgccattca 


ggctgcgcaa 


4320 


ctgttgggaa 


gggcgatcgg 


tgcgggcctc 


ttcgctatta 


cgccagctgg 


cgaaaggggg 


4380 


atgtgctgca 


aggcgattaa 


gttgggtaac 


gccagggttt 


tcccagtcac 


gacgttgtaa 


4440 


aacgacggcc 


agtgccaagc 


ttagatctcc 


gaaccagaaa 


tgcgattgcg 


ttcaggccca 


4500 


attaagaata 


aagctgcgtc 


agggcagcga 


cgtatcttga 


tccatcattg 


actcaccggc 


4560 


atcggcgtca 


acaccaaagc 


aagctcgtcc 


cacccatagg 


cgtgcaccgg 


ccggcgtgcg 


4620 


ccattgaggt 


acatgagcgg 


ggcgaaagtc 


cgccattggt 


agccctgtcg 


tggacgcgcg 


4680 


gcgatgaaac 


gtttcccacc 


attgggaaga 


aacgtctgcg 


gcccatcatc 


ccttcaccgg 


4740 


atgacaaggc 


ggcgtcgcgc 


ctttgccgca 


gaggccggcg 


ggcgacatgc 


acagcgaagg 


4800 


tccgttgcgg 


atgggaagca 


ggcaatcagt 


gggtgtccta 


cgccgccacg 


atggtcgggg 


4860 


agcgtaggcg 


ccctcccata 


aggcggcaag 


catcatgatg 


ctctccgatt 


cgggaagcct 


4920 


ggtgcgatgc 


tggagagact 


ctctccgaga 


gaccagtgtg 


cgcaacgttc 


ctggcctgga 


4980 


agactttaaa 


gtgagtgtag 


aagggcgagc 


agaggacgat 


catcggattg 


caggaaccat 


5040 


cggcatcctc 


agcctgggaa 


ggatggctct 


tggtagacat 


tcgcggaagg 


tgtcctagat 


5100 


gtgagcgggc 


ttcttggatg 


atcatgtcgt 


aactttttct 


gacctcgtcg 


gtggtacgca 


5160 


tggcaggatt 


gagcattacg 


gtatgcctcc 


cattcataaa 


cgataacccc 


ttccttcagg 


5220 


ttggtcatct 


ccatagagcg 


gcacgctctc 


aaggcctagg 


ctattcacac 


ctccttcgca 


5280 


acatccctat 


tcacggtgtc 


tgtaaggaac 


gacttgtcat 


gggatcacat 


gaagtgcagc 


5340 


atactgttcg 


ccggtctcgc 


agtacagacg 


ctagtacggg 


aagtcgacat 


ccaagcgttc 


5400 


agtcaccaca 


tggcaaaaaa 


gctgcaccat 


actctttatg 


gtgagttgtt 


cgtgagtggt 


5460 


atacagtcat 


tcatgaggga 


atgcccaccg 


gatagggtgt 


ggcggccgca 


atattcatcg 


5520 


cctggcaata 


gtcgatgtgc 


gtccttgttc 


aatgaatatc 


atgggtcaca 


tgtggagacg 


5580 


gttaaacagc 


gttgactgtg 


aatccctggt 


gtgtgttggg 


ccgaacaggt 


acgttgcagg 


5640 


aacaccaata 


tctcttcggc 


agcccagttc 


tttgcgagcg 


gcacaggcag 


gcatcgcgca 


5700 


acagatccca 


gccatccggc 


ctctgacatt 


cgggatacct 


gaagcccttc 


aggtacggag 


5760 


cgaagaggtg 


ggctctctgc 


agcgattggc 


ggacggatag 


ctgtatttcc 


tctctcacca 


5820 


ttgggaagat 


gtgaaaggct 


ccatcatata 


gcggctcaac 


tctacctcga 


atgtccaaac 


5880 


acggcgggaa 


tacttattta 


tgtggacaag 


gccgagctat 


gatagcttgc 


tcccgaagtt 


5940 


ggtaagtccc 


gcaatctgcg 


gttcaggcaa 


cagtctcgga 


aaaataagaa gaatattgta 


6000 


ggtgcgtgta 


ggcgtatcgc 


ccaaatgcgc 


acacacggag 


gctttaggag 


atgaagcgcc 


6060 


cgtgagcggt 


aagggagttg 


gttcaccgcc 


gccccgaccg 


actctctctc 


tttcccagca 


6120 


tcatgtctcg 


gcgcaaactt 


taccctctat 


tgaccaactc 


cacgagaaag 


caggaacagc 


6180 
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ttccttgtct 


ctcatgacgt 


ccgcaatcca 


gacccttagc 


cggttcgtta 


etcategtta 


624 0 


tccctgccgc 


catcgtagtg 


gagtcagcct 


ggccagtgcg 


tagtcccgtc 


tetcttgetg 


6300 


cactagagaa 


gccccatgag 


acagcgtttt 


ttgctttatt 


tctgctgttt 


ctatagacac 


6360 


cataggggca ■ 


aacgatcctg 


cacgcccaga 


ggtattgggc 


tegtcagatt 


cccagttttt 


642 0 


ctcctcggtc 


tgaatcggct 


gcacggcaga 


taaatcggcc ggaaatgcta tagcccttca 


648 0 


tagcccgcta 


tgagagtcgc 


aaaaggcttg 


tcagtcaggt 


eggtcgagtg 


gctctcacga 


6540 


agagcgtcaa 


cttcgcgcga 


cagccgcctt 


tcagggcaag 


atagatcctc 


ccatcatccc 


6600 


ctactgcgct 


cagcgccggt 


accgaacaat 




acatcctccg ggacgcgcaa 


6660 


atgctgttcg 


acggaacgta 


atcctcttcg 


tcccgcctct 


tttcgctctc 


acgcattccg 


672 0 


tgtggttcgc gcgacggccg 


ctcatcagga 


ccagaccagt 


ctcaatgtct 


ggtaceggea 


6780 


caatggtgac 


actgcggcaa 


ctgagtaggt 


ctggtcactc 


tggtgcaccg 


tcgcttacgc 


6840 


tgaccttcgg 


gatactgtcc 


tgcagacatc 


tggagcgcct 


gtctttcccc 


tagtataaat 


6900 


gatgtctgtc 


cgcaggtcct 


tgaagaccgc 


tcgagtccca 


cttgagtttt 


aggtaggacc 


6960 


tgttcctcca 


caacccctct 


ttc 








69B3 


<210> 15 
<211> 4395 
<212> ADN 

<213> Pycnoporus sanguineus 










<400> 15 
gagcttactg 


gatcttccag 


agaaatcgtt 




gccggtcagc 


ctcaccgaca 


60 


tttgacgtgg 


ccgatgattc 


tgtggatgcc 


a t cert cr 1 1 aa 


atcctgagct 


tgcatccatc 


12 0 


gccaagcgcg 


tcaaagctga 


ggtgggaagg 


c a acta acrcrc a 


caccagttcc 


cgaaggaggc 


180 


gga cc tgaga 


ttgtgacgct 


caagattata 


tggaaacctc 


ateegctgaa 


ccccaacggc 


240 


cgtccggaac 


tctgggctat 


gaagcagaga 


CQCrataQQtQ 

w 3 i3 3 ZJ w 3 


aagtegctea 


tcacgcctcg 


30 0 


ttcttactca 


ccatcttctg 


cagcacgaga 


atttccaccg 


gctttgttcc 


gaagtagegg 


36 0 


acctcgcgag 


tgttcgtagt 


gagaacgtcg 


tgctttccct 


egaegggaaa 


cgcgtgttcc 


420 


cttcatctac 


ccctcacagt 


gtcggtgtct 


gggcagaagc 


tgagctaggt 


tagtgactta 


480 


tcctgtgcgt 


gacggcacga 


tgcttactct 


tcaacagaag 


cttgtgacaa 


gatcacctac 


54 0 


caatacctgc 


aggaaaataa 


gcgaatgcgt 


tccgaatccg 


ttgctccgcc 


aacccatcct 


60 0 


cacctcgacg 


acatttcccg 


tcagtctcca 


actcgcgcgc 


gctccccttc 


catcaccgag 


660 


ctgtccgaga 


atgaatccgg 


cgctgcagag 


tctggtcctg 


aagataaggg cacaagcact 


720 


ggggaggcct 


tcagcctgat 


actcgtgagc 


gaaeggacca 


agggcaagcg 


aataaccctc 


780 


cgtgtgctcc 


caaccaccaa 


atgtggcgtc 


atagttcgea 


agttcctaga 


gaaggcegge 


840 


ttacaggacg 


aataccccga 


tgtcaccctt 


getgegaatg 


ggcgaggacg 


cacgaagacg 


900 



1 
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tcagccaaga caccggcgct gagcgtcgat ggagataaga tggatccgga ggcacctatt 960 

ggtgatgccg acctggaaga tggggatcaa gtcgaggtgg ttggtctttg atgtagcgag 102 0 

tgcgtggtgt tacgttttcg tcttgctatc ggtttttctg ctcttgtctt gttagtaagt 10 8 0 

agtataatga tggataatca cacaacaacg tatgtgttcc agggacttct ctctcagtgg 114 0 

gtgtgtggct gattgtacga aacatcgcac aggcctttca ccgctgctcc tagcgcgaga 12 0 0 

ccacatgaac gccctcgcac gtcagtcggc ctcgcgaacg atagggcagt gccaaatgca 12 6 0 

ggcgaaaatg actcagttag gccacgcctg cgctttaact ttagcgttct aataccctcg 13 2 0 

acctccgtag cggtcctgtg agcgcggaaa gcttggcatc tacgctcttt gtccggtccg 13 80 

aagccactac attgagcggt tcgccccggc ggtgacaaac tgcgaggcgc aagaatgtag 1440 

ccgggcctgc ggaaaggtca tgaacaaact atgtcggccc caaccagtgc taccgacacc 15 0 0 

gttctccgtg tttcagtatg ccttcagctg tcggtgggcg gggtggctcc gatatgtgta 1560 

ctcggaaacg ctcacagcgc tctttgtatt gccgggtatg tgaccaacgg tgccctcatg 162 0 

ctcttcgctt gttgatgctc cttcaggaca ccgtctggga ctctggcaag tcagctgctg 16 80 

ctcgccacag ttctaggaac gtctcaatgc tcctaggcgg cggttacagc aaacgccttg 1740 

caccgggatg ggcctcggta cgccgcacag gcgaggctgt cctactcggc gttcgttagt 18 00 

agccccccat ccacgtaaga gtacctcctg cagccaccat cgtctactag cgtaccaccc 18 60 

acgtccactc acatcatatg ccgcccgacg cccccggact gattccgcgc tattgttgag 192 0 

atataagagg agtgttcgaa cggaccaagg agccataatc ccctcgagca tttcgagatc 19 8 0 

ctctccccac tgaactcctt cgccgtcacc acaaaacctc gcgtagatgt cacacttcat 2 04 0 

cgttactggg cctgtaggag gtcagactga gggcgctcct gctcccaacc gcctcgaaat 2100 

caacgacttc gtcaagaatg aggagttctt ctcgctttac gtccaggctc tcggtgcgtc 2160 

gccttggcac atgtatgctc acccctatta ccatgaagct catgagccct cactacatac 22 20 

agatatcatg tatggactga agcaggagga actgatctcg ttcttccaga tcggtggcat 22 80 

tcatggattg ccatacgttg cctggagtga tgccggagcg gatgaccctg ctgagccgtc 2340 

cgggtactgt acccatggct ccgtactgfct cccgacctgg cataggcctt acgtcgcact 2400 

atatgaggta agcagcttgc tagatcagac cgctacggac gacgctgaga ctcaaaatgg 2460 

ctacagcaaa tcttgcacaa gtatgctgga gagatcgctg ataagtacac ggtcgacaaa 2520 

ccgcgttggc agaaggcagc ggccgacctg cgccaaccct tctgggactg ggccaagaac 25 8 0 

acgctgcctc ctcctgaagt catctctctc gacaaagtca cgattacgac accagatgga 2 64 0 

cagaggacgc aagttgacaa tccactccgt cgctaccgct tccatccgat cgaccccagc 2700 

ttcccagagc catacagcaa ctggccagcg acactgagac atccgacaag tgatggctcg 2760 

gatgccaaag acaacgtgaa ggatctca'ct acgtaagcca attcgccata aagacgctcc 2 82 0 

tccattcatc tcaatgtata tatgtgacag tactctgaag gcggaccagc ctgatatcac 2 8 80 
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gacgaagacg tataatctat tgaccagagt gcacacgtgg ccggcgttca gcaaccacac 2940 

tccaggcgat ggcggcagct ccagtaacag tcttgaggcc attcacgacc acatccatga 3O00 

ctcagttggc ggcggaggcc agatgggaga cccgtccgtg gcaggtatgt gaagtgattc 3O60 

ttcgcgagag acgtgactta catgtccttg taggcttcga cccaatcttc ttcctgcacc 312 0 

attgccaagt tgatcgtctt cttgcactgt ggtccgcctt gaaccccggc gtgtgggtca 3X80 

acagctctag ctccgaagat ggcacctaca cgatcccgcc tgactctacc gtggaccaaa 3 240 

ctactggtgg gttcccgcac agctgtgcgc tgtggagtcg ccgttgactt ccatcactct 3 3 00 

cagcattgac gcccttctgg gatacccaaa gcacattctg gacgtccttc cagtctgctg 3 360 

gagtctcgcc cagccaattt ggctattctt accccgagtt taacggtctc aacctgcaag 3 420 

atcagaaggc tgtgaaagat cacatcgccg aggtcgtgaa cgagctctac ggtcatcgca 3480 

tgcggaaaac cttccctttc ccccagctcc aggcagtttc cgtagccaag cagggcgacg 3 540 

ccgtcactcc atccgtggct accgattcag tgtcgtcttc taccacacct gccgaaaatc 3 600 

ccgcatcccg cgaggatgcc tctgataagg acacagagcc gacgctcaat gtagaggttg 3 660 

ccgcgccagg cgcgcacttg acctccacca agtattggga ctggactgct cgcattcatg 3 720 

tcaagaagta cgaagtcgga ggcagcttca gcgtcctgct cttcctgggt gcaatccccg 3 780 

agaacccagc ggattggcgc acgagcccca actacgttgg cggtcatcat gctttcgtga 3 84 0 

atagctcacc gcagcgctgc gctaactgcc gtggtcaagg cgaccttgtc atcgaaggct 3 900 

tcgtccatct caacgaggcg atcgcccgcc atgcgcacct cgactccttc gatccaaccg 3 960 

tcgtgaggcc gtacctcacg cgcgagttgc actggggtgt gatgaaggtc agtgcctaca 4 02 0 

ctctgcatac gaccgtatat gtcgctaatt agatctatca aggtgaatgg caccgtcgtg 4 080 

cccctgcaag acgtcccgtc gctcgaggtt gtcgtcctct caactcctct tacccttcct 4140 

ccgggagagc cattccctgt ccccggaacg cccgtcaatc atcatgacat cacccatgga 42 00 

cgtcctggtg gctctcacca cacgcactaa gcatgctgat ggcctgcccc tattgattaa 42 60 

acacgagtcg acctgagaac acatacaatg gatgtaatca tacttcactt ttgatgacaa 43 2 0 

tcgcttccac attctgttcc tagcgggaca gataacccag tcaaaaaaaa aaaaaaaaaa 43 80 

aaaacactgt catgc 43 95 

<210> 16 
<211> 618 
<212> PRT 

<2 13 > Pycnoporus sanguineus 
<400> 16 

Met Ser His Phe lie Val Thx Gly Pro Val Gly Gly Gin Thr Glu Gly 
1 5 10 15 
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Ala Pro Ala Pro Asn Arg Leu Glu lie Asn Asp Phe Val Lys Asn Glu 
20 25 30 . 

Glu Phe Phe Ser Leu Tyr Val Gin Ala Leu Asp lie Met Tyr Gly Leu 
35 40 45 

Lys Gin Glu Glu Leu lie Ser Phe Phe Gin lie Gly Gly lie His Gly 
50 55 60 

Leu Pro Tyr Val Ala Trp Ser Asp Ala Gly Ala Asp Asp Pro Ala Glu 
65 70 75 80 

Pro Ser Gly Tyr Cys Thr His Gly Ser Val Leu Phe Pro Thr Trp His 
8 5 90 95 

Arg Pro Tyr Val Ala Leu Tyr Glu Gin lie Leu His Lys Tyr Ala Gly 
100 " 105 110 

Glu lie Ala Asp Lys Tyr Thr Val Asp Lys Pro Arg Trp Gin Lys Ala 
115 120 125 

Ala Ala Asp Leu Arg Gin Pro Phe Trp Asp Trp Ala Lys Asn Thr Leu 
130 '* 135 140 

Pro Pro Pro Glu Val He Ser Leu Asp Lys Val Thr He Thr Thr Pro 
145 150 155 160 

Asp Gly Gin Arg Thr Gin Val Asp Asn Pro Leu Arg Arg Tyr Arg Phe 
165 170 175 

His Pro He Asp Pro Ser Phe Pro Glu Pro Tyr Ser Asn Trp Pro Ala 
180 185 190 

Thr Leu Arg His Pro Thr Ser Asp Gly Ser Asp Ala Lys Asp Asn Val 
195 200 205 

Lys Asp Leu Thr Thr Thr Leu Lys Ala Asp Gin Pro Asp He Thr Thr 
210 215 220 

Lys Thr Tyr Asn Leu Leu Thr Arg Val His Thr Trp Pro Ala Phe Ser 
225 230 235 240 

Asn His Thr Pro Gly Asp Gly Gly Ser Ser Ser Asn Ser Leu Glu Ala 
245 250 255 

He His Asp His He His Asp Ser Val Gly Gly Gly Gly Gin Met Gly 
260 265 270 



Asp Pro Ser Val Ala Gly Phe Asp Pro He Phe Phe Leu His His Cys 
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275 280 " 285 

Gin Val Asp Arg Leu Leu Ala Leu Trp Ser Ala Leu Asn Pro Gly Val 
230 295 300 

Trp Val Asn Ser Ser Ser Ser Glu Asp Gly Thr Tyr Thr lie Pro Pro 
305 310 315 320 

Asp Ser Thr Val Asp Gin Thr Thr Ala Leu Thr Pro Phe Trp Asp Thr 
• 325 330 335 

Gin Ser Thr Phe Trp Thr Ser Phe Gin Ser Ala Gly Val Ser Pro Ser 
340 345 " 350 

Gin Phe Gly Tyr Ser Tyr Pro Glu Phe Asn Gly Leu Asn Leu Gin Asp 
355 360 365 

Gin Lys Ala Val Lys Asp His lie Ala Glu Val Val Asn Glu Leu Tyr 
370 375 380 

Gly His Arg Met Arg Lys Thr Phe Pro Phe Pro Gin Leu Gin Ala Val 
385 390 395 400 

Ser Val Ala Lys Gin Gly Asp Ala Val Thr Pro Ser Val Ala Thr Asp 
405 410 415 

Ser Val Ser Ser Ser Thr Thr Pro Ala Glu Asn Pro Ala Ser Arg Glu 
420 425 430 

Asp Ala Ser Asp Lys Asp Thr Glu Pro Thr Leu Asn Val Glu Val Ala 
435 440 445 

Ala Pro Gly Ala His Leu Thr Ser Thr Lys Tyr Trp Asp Trp Thr Ala 
450 455 -460 

Arg He His Val Lys Lys Tyr Glu Val Gly Gly Ser Phe Ser Val Leu 
465 470 475 480 

Leu Phe Leu Gly Ala He Pro Glu Asn Pro Ala Asp Trp Arg Thr Ser 
485 490 " 495 

Pro Asn Tyr Val Gly Gly His His Ala Phe Val Asn Ser Ser Pro Gin 
500 505 510 

Arg Cys Ala Asn Cys Arg Gly Gin Gly Asp Leu Val He Glu Gly Phe 
515 520 525 



Val His Leu Asn Glu Ala He Ala Arg His Ala His Leu Asp Ser Phe 
•530 535 54 0 
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Asp Pro Thr Val Val Arg Pro Tyr Leu Thr Arg Glu Leu His Trp Gly 
545 550 555 560 

Val Met Lys Val Asn Gly Thr Val Val Pro Leu Gin Asp Val Pro Ser 
565 570 575 

Leu Glu Val Val Val Leu Ser Thr Pro Leu Thr Leu Pro Pro Gly Glu 
580 585 590 

Pro Phe Pro Val Pro Gly Thr Pro Val Asn His His Asp lie Thr His 
595 600 605 



Gly Arg Pro Gly Gly Ser His His Thr His 
610 615 
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